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緒 論
20世紀後半から精力的に行わ勉てきたヒトゲノム解析も終盤を迎え、21世紀の幕開けと
ともに生命科学研究の舞台がポス トゲノム研究に移行しつつある。その過渡期である現在、
飛躍的進展を遂げたヒトゲノム構造 ・解析研究の成果は、未知遺伝子の機能解析や遺伝子治
療さらにはゲノム解析といった分野の進展を促 し、ゲノム情報を基盤とする生命科学の体型
化が図られようとしている。それに加えて、生殖工学や発生工学の躍進による、体細胞核移
植、生殖細胞操作によるクローン動物の誕生(1-3)やヒト胚性幹細胞の確立(4)、さらに最
近では、多分化能を有する幹細胞などから様々な組織や臓器への分化過程を学び、その過程
を一部再現させることにより組織 ・臓器再生を図ろうとする 「再生医療」の可能性に熱い眼
差しが注がれている(5-10)。これら生命科学の革命的な進展は、これまでの 「薬=有 機化合
物」の概念を覆し、高次構造の中に豊富な情報を内蔵している遺伝子やタンパク質、さらに
それらを内含する細胞をも薬として捉える新たな医療システ厶の構築を予感させるものであ
る。
生命体を構築する約60兆個の細胞は、ホルモンやサイ トカインなどの生理活性物質のセ
ンサー ・生合成 ・徐放機能をはじめとする様々な制御機構を駆使することで、生体の恒常性
を維持している。このように細胞に本来的に備わっている生理活性物質の分泌制御能は、薬
物治療の最適化を目指したDrugDeIiverySystem(DDS)の概念そのものであり、機能性 ・合
理性の観点からすると細胞に勝るDDS製剤は現存していないと言えよう。したがって、細胞
の精巧な機能をそのまま疾病治療に応用する 「細胞性製剤(Cytomedicine)」とも言うべき新
規DDS製剤が実現可能となれば、生体内情報連関を細胞自身が考慮することで、生体の恒常
性を乱すことなく最適な薬物療法が期待でき、この細胞性製剤が21世紀における真の治療薬
のあるべき姿に飛躍的な革命をもたらすことは間違いないだろう。そこで、従来より著者 ら
の研究室では、インテリジェントな粒子として細胞自身を 「薬」として捉えるとともに、製
剤素材として捉えた細胞性製剤の確立を目指した研究を行ってきている。この細胞性製剤を
現実の治療法として応用していくためには、疾病治療に有効な生理活性物質を分泌しうる機
能性細胞の作製と、これら機能性細胞を生体内で長期間安定に機能させうる技術開発が必要
不可欠である。機能性細胞作製に関しては、近年の細胞工学、遺伝子工学やstemceIlbiobgy
の目覚ましい発展に伴い、様々な機能性細胞を入手可能になりつつある(7,9,11,12)。一
方で細胞を生体内で長期間安定に存在させるためには、細胞をホス トの免疫系から隔離する
必要がある。しかし、細胞性製剤を利用する上で通常の臓器移植に用いられているステロイ
ド剤や免疫抑制剤を投与することは、それによる副作用や頻回投与の必要性などの理申から
好ましい方法ではない(13-15)。それゆえ、免疫抑制剤を利用せずホス ト免疫系から移植細
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胞を隔離可能な方法の開発が望まれる。
そこで著者 らは、細胞を半透性の高分子物質を用い包括固定化し、物理的にホス トの免疫系
から隔離することを考えてきた。細胞性製剤の安定性と有効性を満たすために細胞固定化担
体が最低限具備すべき条件は、担体に包括された細胞の生存に必要不可欠な酸素や栄養素、
細胞の活動により生 じる二酸化炭素や老廃物、さらに包括細胞の産生 ・分泌する生理活性物
質を自由に透過するが、ホス トの免疫担当細胞の担体内部への侵入は遮断できることだと考
えられる。したがって、これらを克服 しうる細胞固定化担体が確立されることで、はじめて
生体内で長期間生理活性物質を分泌する細胞性製剤開発が期待できる。この様な視点から、
これまで細胞性製剤に関する基礎的検討を重ねた結果、半透性高分子担体であるアルギン酸
とポリ(L)リジンイオンコンプレックスで作製したAPAマイクロカプセルに生理活性物質を分
泌する細胞を封入 し、アロジェニックなホス ト体内に投与することでホス ト免疫系による傷
害を回避 しつつ生理活性物質のinVIVO長期デリバリーが可能であることを見出してきた
(Fig.1)。しかし、これまで検討してきた細胞性製剤は、生理活性物質の分泌制御調節を受
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Fig.1Strategiesofmedicalapplicationusingmicroencapsulatedcells"Cytomedicine"
けることなく、恒常的に生理活性物質を産生 ・分泌する細胞を利用していたため、細胞を用
いた薬物徐放化製剤に過ぎず、細胞性製剤の最大の利点である生理活性物質のセンサー機能
を持ち合わせていなかった。次世代療法を開拓していく上で、生体内において生理活性物質
のニーズに合わせて供給 しうる製剤開発が、最も重要な課題であると考えられており、この
課題を解決する技術こそが今後のDDS製剤開発のさきがけとなるものと期待される。そこで
本研究では、細胞性製剤のさらなる機能向上を目指して、センサー機能を有する細胞性製剤
の開発を行った。また、将来的に細胞性製剤のヒトへの適用を考えた場合には、広範囲への
細胞性製剤の適用ならびに一定品質のものを安価に大量に製造 ・供給するといった観点から、
細胞性製剤の細胞ソースとしてアロジェニックな細胞を利用することが最適であると考えら
一2一
れる。したがって、細胞性製剤の免疫隔離能については、アロジェニックな関係を克服して
おく必要がある。従来までの研究により、APAマイクロカプセルは細胞性免疫隔離能を十分に
備えていることが判明しているため、本研究においては主に液性免疫隔離能について検討を
行った。そして、得られた結果を総合的に考察することにより、細胞性製剤の液性免疫隔離
能に関する問題点を指摘するとともに、本問題点を解決しうる新規細胞性製剤の粒子設計を
行った。
細胞性製剤にセンサー機能などの分泌制御機構を付与したり、細胞性免疫隔離能のみなら
ず液性免疫能をも付与した製剤を開発することは、細胞性製剤の有用性 ・安全性の確保され
た次世代型DDS製剤の確立に大いに貢献しうる萌芽的アプローチであると考える。幸い、こ
の様な観点から有益な知見が得られたので、ここに博士論文としてまとめた次第である。
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本論
第一章 グルコースセンサー機能を有する細胞性製剤の開発
製剤学の発展に伴い、様々な徐放化製剤が開発され、臨床における有用性が示されている。
この徐放化製剤の出現により、臨床における薬物治療に革命的進展がもたらされたことは言
うまでもない。また、遺伝子工学や細胞工学を駆使することにより、ホルモンやサイ トカイ
ンといった生理活性物質を薬として大量に供給することも可能となり、現在では生体内にお
いて半減期の短いホルモンやサイ トカインなど生理活性物質を一定期間に渡 りデリバリー可
能な徐放化製剤の開発が期待されている。しかしながら、生体は生理活性物質の複雑なネッ
トワーク構築により恒常性を維持しているため、疾病治療において恒常的に生理活性物質を
分泌する機能しか有していない徐放化製剤を投与すると、逆に生体の恒常性を乱しかねない。
以上の観点から、現状の徐放化製剤では生理活性物質のデリバリーにおいて限界があると考
えられ、生理活性物質の分泌制御機構を有する次世代型製剤の開発が21世紀の薬物治療に
は必要不可欠であると考えられる。そこで著者は、生理活性物質の分泌制御機構を本来的に
備えた、細胞自身を薬物担体として捉え、生体の恒常性を乱すことなく薬物治療を可能にし
うると考えられる細胞性製剤の開発を試みた。
膵β細胞は、血中のグルコース濃度を感知 し、必要量のインスリンを分泌することで血糖
値を定常域に維持している。しかし、1型 糖尿病では自己免疫疾患などにより膵β細胞が破
壊され、正常なインスリン分泌が行われず、高血糖に陥ることが知られている(16)。この1型
糖尿病では、生涯に渡りインスリン投与を必要とするが、近年ではインスリン製剤としてイ
ンスリンペンが登場しインスリンの頻回投与が簡便になった。1型糖尿病治療を行う場合、
厳密な血糖値コントロールのもとインスリン投与を行う必要があるのは言うまでもないが、
現在インスリンの皮下注射は患者自身により行われることが多く、厳密に血糖値をコントロ
ールできるかは、患者のコンプライアンスに依存 している。しかしながら、現状のインス1丿
ン療法における血糖値コントロールには限界があり、糖尿病合併症やインスリン過剰投与に
よる低血糖症の誘発という危険性をはらんでいる(17,18)。また、この治療法は患者にとっ
て非常に負担が大きいこともあり、糖尿病における理想的インスリン療法を達成するために
は、厳密かつ自動的に血糖値をコントロールしうる製剤の開発が不可欠であると考えられる。
そこで著者は、グルコースセンサー機能を有する細胞を用いた細胞性製剤を開発することで、
上述の問題点を解決すべく検討を開始した(Fig.2)。
膵β細胞のグルコース応答性インスリン分泌機構について、近年の分子生物学の進歩も相
俟って急速にその全貌が明らかにされつつある(19,20)。そして、膵β細胞と同等のグルコ
ー4一
一ス応答性 インス リン分泌能 を有す る細胞株 も樹立 され てい る(21-25)。 したが って、細胞
性製剤の細胞 ソー ス として これ ら細胞株 を利用す ることは、細胞 維持の簡便性 や大量調製が
可能で あるな どの大きなメ リッ トを有 してお り、本 章ではマ ウス由来膵 β細胞株 であるMINE
細胞 を用 いた細胞性製剤の開発 とその有用性 について検 討 した。
Fig.2Strategyofcytomedicaltherapyfordiabetesmellitus
第一節 アルギ ン酸一 ポ1丿(L)1丿ジンーアルギ ン酸(APA)マイク ロカ プセル に封入 した膵 β
細胞株 の機能評価
哺乳 動物 に お いて 、血 糖値 は非常 に狭 い範囲 内 に保 たれ るよ うに厳密 に調 節 されて いる
(26)。この血糖値 は、腸管か らの グル コース吸収 、各組織 での グルコース代謝 、肝臓での糖
新生のバ ラ ンスによ り決 定 され ている。 この調節 に重要 な役割 を演 じて いるのは、膵臓の ラ
ンゲルハ ンス島内に存在す る β細 胞か ら分泌 されるイ ンス リンであ る。膵 β細 胞 は血糖値 に
応 じて インス リンを分泌制 御 してお り、そのグル コー ス応答性 イ ンス リン分泌機構について
多 くの研究が行われ ている(19,20)。そ して、膵 β細胞 におけるグル コースセ ンサー機能解
明の足が か りと して、様 々な方法 で膵 β細胞株 が作 製 され ている(21-25,27-31)。しか し、
膵 β細胞 と同様 な生理的 グル コース応答性イ ンス リン分泌能 を有す る細胞株は稀少で ある。
その なか で も、 インス リンプ ロモー ター制御下 でSV40T抗 原遺伝子 を発現す る トランス ジ
ェニ ックマ ウスか ら膵 β細胞株 を うるアプ ロー チにお いて、有用な細胞株が得 られ つつあ る
(21-25)o
MIN6細胞や βTC6細胞 は、上述の トランス ジェニ ックマ ウスの技術 を利用 し樹立 された グ
ルコー ス応答性 インス リン分 泌能 を有 する細胞 である。 しか し、両細胞 のグル コースセ ンサ
一5一
一機 能 に は若 干 の 違 いが認 め られ 、MINE細胞 は膵 β細 胞 とほ ぼ 同 等 の 生理 的 グル コー ス セ ン
サー 機 能 を維 持 して いるが 、βTC6細胞 で は そ の グ ル コー ス セ ンサ ー機 能 が低 濃 度 側 に シ フ ト
して お り膵 β 細 胞 と異 な る イ ン ス リ ン分 泌 パ タ ー ン を 示 す こ と が 知 られ て い る(21-25,
27-29)。そ こで 本 節 で は 、 これ ら2種 類 の細 胞 をAPAマ イ ク ロ カ プセ ル に 封 入 した細 胞 性
製剤 を調 製 し、 そ の グル コー ス セ ンサ ー 機 能 な らび に カ プセ ル 内 で の細 胞 の 生 存 ・増 殖 性 に
つ いて 比 較 検 討 した 。
実験 材 料 と 方 法
(1)βTC6細胞 お よびMINE細胞 の 維 持 培 養
RTC6細胞(AlbertEinstein大学 、ShimonEfrat先生 よ り供 与)は15%horseserum、
2.5%fetaIcalfserum(FCS)、25mMグル コー ス 含 有DuIbecco'smodifiedEagle'smedium
(DMEM)にて 、MINE細胞(大 阪 大学 大学 院 医 学 系 研 究 科 、宮崎 純 一 先 生 よ り供 与)は10%FCS、
70岬2-mercaptoethanol、25mMグル コー ス 含 有DMEMに て5%CO2、37°C条 件 下 で培 養
した 。
(2)細胞 封 入APAマ イ ク ロ カ プセ ル の 調 製
APAマイ ク ロカ プセ ル 内へ の 細 胞 の 封 入 はSunら の方 法(32)を 改 変 して行 った 。 βTC6細
胞 お よ びMINE細 胞 を1.8%(w/v)ア ル ギ ン酸 ナ トリウム 溶 液 で5×106cells/mlとな
る よ うに 懸濁 し、airjetsyringepumpdropletgeneratorを用 い て1.5%CaCl2溶液 中 へ
滴 下 す る こ とで マ イ ク ロ ビー ズ を形 成 す る と とも に ゲ ル 化 させ た 。 この アル ギ ン酸 マ イ ク ロ
ビー ズ を分 子 量28,600のポ リ(L)1丿ジ ン0.1%(w/v)溶 液 中 で10分 間 穏 や か に撹 拌 し、
その 後0.03%(w/v)ア ル ギ ン酸 溶 液 で4分 間 穏 や か に撹 拌 した 。APA膜を よ り強 固 にす る
目的 で 、 さ らに0.1%(w/v)ポ リ(L)リジ ン溶 液 と0.03%(w/v)ア ル ギ ン酸 ナ ト1丿ウ厶
溶 液 処 理 を繰 り返 し行 った 。最 後 に55mMク エ ン 酸 溶液 中で5分 間 穏 や か に撹 拌 し、 ビー ズ
内部 の カ ル シ ウ 厶 イ オ ン をキ レー トす る こ とで ア ル ギ ン酸 ゲ ル を完 全 に溶 解 させ 、細 胞 封 入
APAマイ ク ロ カ プセ ル と した。な お 、操 作 はす べ て室 温 で 行 い、各操 作 の 間 で は生 理 食 塩 水 に
よ る洗 浄 を3回 行 った 。
(3)βTC6細胞 お よびMINE細 胞 の グル コー ス応 答 性 イ ンス リン分 泌 能 評 価
RTC6細胞 お よ びMIN6細 胞 を24穴 プ レー トに2.5×105cells/wellで播 種 し、3日 間
培 養 した 。 培 地 を吸 引除 去 後 、Krebs-Ringerbicarbonatebuffer(KRB:119mMNaCI、4.74
mMKC1、2.54mMCaCl2、1.19mMMgSO4、1.19mMKH2PO4、25mMNaHCO3)で2回洗 浄 し、KRBに
て1時 間 プ レイ ンキ ュベ ー シ ョン した 。上 清 を吸 引 除 去 し、KRBで2回 洗 浄後 、グル コー ス を
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0、0.1、1、5、10、25mMを含有す るKRB2mlで2時 間イ ンキ ュベーシ ョン した。培養上
清を回収 し、イ ンス リンRIA(アマ シャム ファルマシア)に て上清 中のイ ンス リン濃度 を測
定 した。ま た同時に トリパ ンブルー色素排 除法 によ り生細胞数 を計測 した。
(4)マイ ク ロカ プ セ ル 封 入RTC6細 胞(APA一βTC6細胞)お よ びAPAマ イ ク ロカ プセ ル封 入
MIN6細胞(APA-MINE細胞)の 増 殖性 評 価
上 記 の よ うに作 製 したAPA一βTC6細胞 、APA-MINE細胞 をそれ ぞれ の培 養 培 地 に て 振 と う培
養(100rpm)し た 。 培 地 交 換 は 必要 に応 じて1ま た は2日 毎 に行 った 。APA一βTC6細胞 、
APA-MIN6細胞 の 増 殖 性 はMosmannのMTT法(33)を 多 少 改 変 して 以 下 の よ うに 行 っ た 。
APA-RTC6細胞 、APA-MIN6細胞(100ｵlofcapsuIes)を0,5mg/mlのMTTを 含 む2mI
の培 地 中 で4時 間 培 養 した 。APA一βTC6細胞 、APA-MINE細胞 をそ れ ぞ れ 回収 し、生 成 され た
formazan結晶 を10%SDS/0.005NHC1に て 完 全 に 溶解 し、OD595-655nmの吸 光 度 を測
定 した 。
(5)APA一βTC6細胞 お よびAPA-MIN6細胞 の グ ル コ ー ス 応 答 性 イ ンス リン分 泌能 評 価
APA一βTC6細胞 また はAPA-MINE細胞 をそれ ぞれ24穴 プ レー トに100ｵlofcapsules/
wellで添 加 し、KRBで1時 間 プ レイ ンキ ュ ベー トした 。KRBで2回 洗 浄 後 、 グル コー ス
を0、0.1、1、5、10、25mM含有す るKRB2mlで2時 間 イ ンキ ュベ ー トした 。 培養 上清 を
回収 し、 そ の上 清 中 の イ ンス1丿ン濃 度 を、 イ ンス リ ンRIAに て 測 定 した 。
実験結果および考察
βTC6細胞 やMINE細胞は、グル コース濃度 に応 じてインス リン分泌す ることが知 られて お
り(21-23,25,27-29)、セ ンサー機能 を有す る細胞性製剤 を開発 して い く上で非常 に有用な
細胞 ソー ス である と考 え られ る。そ こでまず、 これ ら細胞の グル コー ス応答性 イ ンス リン分
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Fig.3Glucose-stimulatedinsulinsecretion
fromMIN6cellsorRTC6cel且sinvitro.MIN6
cells(2.5×105cells,left丘ame)orβTC6cells
(2.5×105cells,right丘ame)wereplatedin24
wellcultureplateandgrowninculturemedium
for3days.Themediumwasremovedandcells
werepreincubatedinKRBwithoutglucoseforI
hour.Thisbufferwasremovedandcellswere
incubatedinKRBwithglucoseatindicated
concentrationfor2hours.Theinsulin
concentrationofsupernatantswasmeasuredby
insulin-RIA.Thecellswereharvestedfor
quantitationofthecellnumber.Silverculum
representstherangeofphysiologicalglucose
concentration.Eachdatapointrepresentsthe
mean-!-SDoffourcultures.
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泌能につ いて再確認 を した(Fig.3)。
様 々な グル コース濃度下 におけるインス リン分泌量 を測定 した ところ、両細胞はグル コー
ス濃度依 存的 にインス リン分泌 を亢進す ることが確認 され た。 しか し、βTC6細胞 は生理的 グ
ル コース濃度 以下の1mMか らインス リン分泌 の亢進が認め られ 、生理的グル コー ス濃度 では
インス リン基礎分泌量の約5倍 のイ ンス リン分泌亢進が観察 された。この ことは、βTC6細胞
が グル コース応答性 インス リン分泌能を有す るものの、そのグル コースセ ンサー機 能が生理
的グル コース濃度 よ り低濃度側に シフ トして いることを示 している。一方、MINE細胞 は、生
理的 グル コー ス濃度 以下 にお いてイ ンス リン分泌量 を基礎 分泌量 とほぼ同 レベルに維持 して
お り、生 理的 グルコース濃度 以上 にな りは じめてイ ンス リン分泌 を亢進す る性質 を有 してい
た。この性質 は正常な膵 β細胞のグル コース応答性 と同等 であ り、MINE細胞が生理 的グル コ
ー スセ ンサー機能 を保持 している とい う以前 の報告(21-25)を支持す るデータであ った。
これ ら細胞 を細胞性製剤 に利用す るためには、APAマイク ロカ プセル に封入 した後 に細胞が
カプセル 内で長期生存 して いることが必要不可欠で ある。そ こでまず、APAマイク ロカプセル
内での βTC6細胞 とMINE細胞の細胞生存 ・増殖性 について検討 した(Fig.4)。その結果、
βTC6細胞 およびMiN6細胞 は、 ともにAPAマイク ロカプセル内で良好 に増殖 し、増殖 速度 も
両細胞間 でほぼ同様で あった。 また 、βTC6細胞 およびMIN6細胞 は、少 な くとも約3カ 月間
APAマイク ロカプセル 内で生存可能 であった。そ こで次 に、APAマイク ロカプセルへ の細胞
封入操 作 に よ る両細胞 の グル コー スセ ンサー 機能 へ の影響 に ついて検 討 した(Fig.5)。
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Fig.4ProfileofproliferationofAPA-MIN6cellsor
APA-pTC6cellsundertissueculturecondition.
APA-MrN6cells(○)orAPA一 βTC6ce】ls(■),5×105
cellsper100ｵlofcapsules,wereculturedineach
culturemediumat37°Cin5%COQcondition.The
culturemediumwasreplacedeverydaysoreverytwo
days.andthecellviabilityevaluatedbyMTTassayon
theindicatedday.Eachdatapointrepresentsthemean
±SDofthreecultures.
Fig.5Glucose-stimulatedinsulinsecretionfrom
APA-(3TC6cellsorAPA-M-NEcellsinvitro.Onehundred
ｵlofAPA-M-N6cells(leftframe)orAPA-(3TC6(right
frame)cellswaspreincubatedinKRBwithoutglucosefor
onehour.Thisbufferwasremovedandthecellswere
incubatedinKRBwithglucoseatindicatedconcentrationfor
twohours.Theinsulinconcentrationofsupernatantswas
measuredbyinsulin-RIA.Silverculumrepresentstherange
ofphysiologicalglucoseconcentration.Eachdatapoint
representsthemean-!-SDoffourcultures.
APA-MIN6細胞は遊離MIN6細胞 と同様のグル コース応答性イ ンス1丿ン分泌パ ター ンを示 し、
膵 β細胞 と同様 の生理的 グル コースセ ンサー機能 を保持 した ままカプセル化可能 であ ること
が判明 した。また、APA一βTC6細胞 も遊離 βTC6細胞 と同様 に低グルコース濃度側に グル コー
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スセ ンサ ー機能がシフ トして お り、APAマイクロカプセルへ の細胞 封入操作は、細胞機 能 に影
響 を与 えない ことが示唆 され た。
第二節 細 胞性製剤 によるア ロジェニ ックな糖 尿病 モデル動 物の病態改善
前節 の結 果か ら、膵 β細胞 と同様 の生理的グル コースセンサー機能 を保持するAPA-MINE細
胞 は、1型糖尿病に対 し有効な細胞性製剤 と して機能 しうることが推察 された。そ こで、1型
糖 尿病モデ ル動物 として汎用 されて いるス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病マ ウス を病態 モデル
と して 、APA-MINE細胞の細胞性製剤 と しての有用性 をア ロジ ェニ ックな系によ り評 価 した。
ま た、 比 較 検 討の意 味 か らグル コース セ ンサ ー機 能 が低 グ ル コー ス側 に シ フ トして い た
APA-RTC6細胞 に関 して も同様の検討 を行 った。
実験 材料 と方法
(1)糖尿病 モデルマウスの作製
5週齢の雌性BALB/cマウス(清 水実験材料)を5時 間絶食後、50mMクエ ン酸緩衝 液 くpH
4.5)に溶解 したス トレプ トゾ トシン(STZ、和光純薬)を220mg/kgで 腹腔内投与 した。
2週 間後、150分間絶食 させたマウスの空腹時血糖値 を測定 し、血糖値が400mg/dI以 上
の もの を糖 尿病モデルマウス と して使 用 した。
(2)糖尿病 モデルマウスの処置
7週 齢 の 糖 尿病モデル マ ウスに第 一章第一節 の 方法 にて作製 したAPA一βTC6細胞 また は
APA-MINE細胞(5×106cells/mlofcapsules)を腹腔内投与 した。なお、MINE細胞 および
βTC6細胞 はともにC57BL/6マウス由来細胞 でMHCハ プロタイプはH-2bであ り、 これ ら細胞
とレシ ピエ ン トである糖尿病マウス(BALB/cマウス、MHCハプ ロタイ プ;H-2d)はア ロジ
ェニ ック な関係にある。
(3)血糖値 お よび血中 インス リン濃度測定
150分間絶食 させたマウスの尾静脈 よ り経 日的に採血 し、血清 を得 た。この血清 中のグル コ
ース濃度 お よびインス リン濃度 をグル コースC∬ テス トワ コー(和 光純薬)お よびイ ンス
リンRIAに よ り測定 した。
(4)経ロ糖負荷試験
治療開 始後33日 目にお いて、正常 マウス、糖尿病マウスおよびAPA-MINE細胞 を投与 した
一m
糖尿病 マ ウス をあ らか じめ4時 間絶食 させ、 これ らマウスにグルコース を2g/kgで 経 ロ
投与 した。0、15、45,120分後 に尾静脈 よ り採血 を行 い、上述の実験方法(3)と 同様 の方
法で血糖値 お よび血 中イ ンス リン濃 度変化を観察 した。
以上の実験 スケ ジュール をFig.6に 示す。
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Fig.6Protocolofcytomedicaltherapyfordiabetesmellitusinstreptozotocin(STZ)-induceddiabeticmice
(Allogeneicmodel)
実験結果および考察
APA-MINE細胞 またはAPA-aTC6細胞 をアロジェニ ックな関係の糖尿病 モデル マウス に投与
し、その血糖値 変化 を指標 に グル コースセ ンサー機 能 を有する細胞性製剤 の有 用性 を評価 し
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Fig.7Bloodglucoseconcentrationofdiabeticmiceinjected
withAPヘ ーMIN6cellsorAPA一 βTC6ce且ls.Onemlof
APA-(3TC6cellsorAPA-M-N6cells,5×106cellspermlof
capsules,wasintraperitoneanyinjectedintostreptozotoc血
induceddiabeticmice.Thebloodglucoseconcentrationof
normal(■)anddiabeticmice(●),andofdiabeticmiceinjected
withAPA-M-N6cells(0)orAPA-(3TC6cells(　)wasmeasured
byGlucoseCIItestWAKO.Eachdatapointrepresentsthemean
±SEMofsixmice.
た(Fig.7)。血糖 値400mg/dl以
上 を示す糖尿 病マ ウス にAPA一βτC6細
胞 を投与 した場 合、4日 目に血 糖値 が
正常域 まで低 下 した ものの 、血 糖値 は
その後もさ らに低下 し続 け、15日 目ま
でに全例が死亡 した。これ は、APA-RTC6
細胞 のグル コースセ ンサー が低 グル コ
ース濃度側 に シフ トして いるため 、正
常血糖値 に達 した後 も過剰 なイ ンス リ
ン分 泌が行われ た こ と、 また封入細 胞
の増殖 による細 胞数 増加 に伴 い分 泌イ
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ンス リン量が増 大 された ことによ り、マ ウスが低血糖症 に陥 り死 亡 したものと考 え られ た。
一方 、APA-MINE細胞投与群 は、投与後4日 目に血 糖値 が正常域 まで低下 し、その後 も低血
糖 を招 くことな く約2カ 月間 に渡 り正常血 糖値 を維 持 し続 けた。 これは、APA-MINE細胞の
生理的グル コースセ ンサー機能 によ り、正常血 糖値範囲内で血中グル コース濃度 とイ ンス リ
ン分泌の間でネ ガテ ィブフ ィー ドバ ック機 構 が正常 に作動 したため であると推測 され た。 そ
こで、投与 したAPA-MINE細胞が生体内で生理 的グル コース応答性 イ ンス リン分泌 を行 ってい
る ことを確認す るため、APA-MIN6細胞投与群 の経 日的な血糖値お よび血 中イ ンス リン濃度 推
移 を比較検討 した(Fig.8)。
500=2.0
耋 ゜Om
O102030405001020
Daysaftertreatment
304050
Fig.8Bloodglucoseandinsulinconcentrationof
diabeticmice軻ectedwithAPA-MIN6ce亜ls.One
mlofAPA-M-N6cells,5x106cellspermlof
capsules,wasintraperitoneallyinjectedinto
streptozotocin-induceddiabeticmice.Theblood
glucoseconcentrationwasmeasuredbyGlucoseCII
TestWAKO(leftframe)andthebloodinsulin
concentrationwasmeasuredbyinsulin-RIA(right
frame).Eachdatapointrepresentsthemean-!-SEM
ofsixmice.
APA-MINE細胞投与後4日 目までの血糖値が高血糖状態か ら正常域 に回復する段階 において、
血中 に高濃度の イ ンス リンが検出 された。一 方 、血糖値が正常範囲 で維持 されて いる期間 に
お いて、血中イ ンス1丿ン濃度 は正常マ ウス と同等 の濃度(約1ng/ml)に 維持 されて いた。
この ことよ り、APA-MINE細胞 はinvivoにお いて も血 糖値 に応 じてイ ンス リン分泌を行 ってい
る細胞 である ことが推察 された。
さ らに著者 は、invivoにおけるAPA-MINE細胞のグル コース応答性 インス リン分 泌能 を評 価
す るため、経 口糖負荷試験 を行 った(Fig.9)。正常マウスにおける血 中インス リン濃度 推移
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Fig.9Bloodglucoseandinsulinconcentrationof
diabeticmiceinjectedwithAPA-M-N6cellsonoral
glucosetolerancetest.Glucose(2g/kg)was
administeredorallyintonormalmice(■),diabetic血ce
(●)anddiabeticmiceinjectedwith...-MIN6cells
(○)afterfourhoursfastingandthen出ebloodsaエnples
werecollectedatindicatedafterglucoseadministration.
Thebloodglucoseconcentrationwasmeasuredby
GlucoseCIITestWAKOandthebloodinsulin
concentrationwasmeasuredbyinsulin-RIA.Eachdata
pointrepresentsthemean±SEMofthreemice.
は、糖 負荷 後速やか に上 昇 し、血糖値低 下 に伴 い低 下 した。また、糖尿病 マウスでは、膵 β
細胞 が破 壊 され ているため、糖 負荷 後にお いて も血 中にイ ンス リンは検出され なか った。 一
方 、APA-MINE細胞 投与群 では、糖負荷後血 中 イ ンス リン濃度が徐 々に上昇 し、低下する とい
うパ ター ンを示 し、グル コースセ ンサーが正 常マ ウスに比べ て約30分遅れて働 くことが明 ら
か となった。 この様 な正常マ ウス とAPA-MINE投与群におけるイ ンス リン濃度推移 の違 いは、
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APA-MINE細胞 の投与部位 に依 存 している もの と考 え られ た。すなわ ち、APA-MINE細胞 は腹腔
内に存在 してお り、直接血 中のグル コー ス濃 度を感知で きな いため 、インス1丿ンを分 泌す る
までに時 間を要 して しまったもの と推察 された。
以上の結果か ら、APA-MINE細胞 はア ロジェニ ックなホス ト体 内で長期間生理的グル コース
セ ンサー を維 持 してお り、グル コース に対す る応答性 に約30分 の遅れ はあるものの、低 血
糖を伴 うことな く長期間 に渡 り血糖 値 を正常 に維持 で きる製剤 であ ることが示 され た。
第三節 小括
生体 内の膵 β細胞 は、生理的な グル コース応答性 インス リン分 泌を行 うために必要 な分子
であるgIucosetransportertype2(GLUT2)およびglucokinaseを比較 的特異的 に発現 し
ているこ とが知 られ ている(20)。これ ら分子 は、低 いグル コース親和性(Km値 一GLUT2;
10-17mM、glucokinase;5-8mM)であるため、生理的 グル コース濃度 においてGLUT2
やglucokinaseはほ とん ど機能 していない(20,34,35)。しか し、グル コー ス濃度の上昇 に
伴 い両分 子の基質反応 活性が高 ま り、GLUT2による細胞 内への グル コースの取 り込み および
glucokinaseによるグルコースの リン酸 化が行われ る。その結果、膵 β細胞内で解糖系 、クエ
ン酸回路 の反応が進行 し、大量のATPが 産生 され る。 さらに、 このATPに よ りATP依存性
カ リウムチ ャネルが閉 じ、脱分極す る ことで細胞 内へ のカル シウム流入が起 こ り、 これが シ
グナル とな って分泌顆粒 中に存在す るイ ンス リンが細胞外に分泌 される。MINE細胞 はGLUT2
やglucokinaseを発現 しているため、膵 β細胞 と同様 に生理的 グル コースセ ンサー を維持 し
て いると考 え られて いる(21-25)。一方 、RTC6細胞 では、GLUT2やglucokinaseよりむ し
ろグルコースに対 し高親和性 を示すglucosetransportertype1(GLUT1,Km値;1-5mM)
やhexokinase(10-50μM)を優位に発現 している(27)。このGLUT1やhexokinaseは膵 β
細胞 やMINE細胞 にはほとん ど発現 して お らず(20,24)、これ ら分子の発現が βTC6細胞 のグ
ル コース 応答性 を低グル コース濃度側 にシフ トさせ ているもの と考 え られる。す なわ ち、βTC6
細胞は低 グル コース濃度に おいてもグル コース を取 り込み 、 リン酸化す るため、生理的 グル
コース濃 度以下でもインス リン分泌 を亢進 した と考 え られた。
これ らグルコースセ ンサー機能 の異 なる細胞 をAPAマ イク ロカプセル に封入 し、その機能
につ いて比較検討 した ところ、カプセ ル化 して もそれ ぞれ の細胞 のグル コースセ ンサー機能
に影響 を与えないことが判 明 した 。そ こで、APA-MINE細胞 とAPA一βTC6細胞 をア ロジ ェニ ッ
クな関係 のス トレプ トゾ トシン誘発糖 尿病モデル マウスに投与 した ところ、両群 とも投与後
1週 間以内に正常血糖値に回復 し、データには示 していないが糖尿病 による多飲 多尿症状 の
改善も認 め られた。 しか し、グル コー スセ ンサー機 能が低血糖側 にシフ トしているAPA一βTC6
細胞投与群では 、その後 も血糖値が下 が り続 け下肢 の麻痺症状 な どの低血糖症状 を示 し、全
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例が15日 以内に死亡した。これは、APA一βTC6細胞が正常血糖値以下でも過剰なインスリン
分泌を行っていたため、致命的な低血糖を誘発したものと考えられた。一方、正常な膵β細
胞と同等のグルコースセンサー機能を有するAPA-MINE細胞を投与した群では、低血糖を引
き起こすことなく一度の投与で2ヶ 月以上に渡り正常血糖値を維持していた。また、経口糖
負荷後のインス1丿ン分泌能を検討したところ、APA-MINE細胞投与群の血中インスリン濃度上
昇が正常マウスと比較して約30分遅れていた。このラグタイムによりグルコース濃度が、正
常値に達した後もAPA-MINE細胞からインスリンが分泌され低血糖を引き起こす可能性がある
が、生体にはグルカゴンやグルココルチコイ ドなどの血糖値を上昇させる物質が多数存在し、
若干の低血糖には即座に対応できるものと思われる。実際に糖負荷試験を行ったマウスにお
いてグルコース応答性に遅れが認められても、それが原因で致命的な低血糖症状を引き起こ
しておらず、重篤な低血糖を引き起こす危険性の低い製剤であると判断できる。さらに、こ
のラグタイムに起因した血糖値の増減巾副よ、現在行われているインスリン療法における患者
の血糖値の増減幅に比べると微々たるものであり、本細胞性製剤の利点はいささか減じられ
るものではないと思われる。以上の結果より、APA-MINE細胞は若干グルコースセンサーに遅
れが認められるものの、血糖値上昇に応じてインスリンを分泌し、かつ血糖値の低下に応答
してインスリン分泌を抑制しており、invivoにおいてもグルコースセンサー機能を維持1:て
いることが示唆された。このように、グルコースセンサー機能を有する細胞性製剤は、封入
細胞が血糖値を感知することで必要量のインスリンを分泌するなど本来生体が有するネガテ
ィブフィー ドバック機構などの調節機能をそのまま利用したものであり、この製剤が理想的
糖尿病薬になりうるものと期待された。 覗
このグルコースセンサー機能を有する細胞性製剤をヒトに応用する場合、患者自身の膵β
細胞は破壊されているため、疾病治療に十分な量の細胞を得ることは困難である。したがっ
て、比較的入手しやすいアロジェニックな細胞を適用することとなる。しかしながら、以前
の検討において、細胞性製剤をアロジェニックな関係のマウスに投与すると、ホス トの液性
免疫系を誘導し封入細胞に対する抗体が顕著に誘導されることを確認している(36)。そのよ
うな条件下でも封入細胞が生きていることを確認しているが、マウスの補体活性は非常に弱
いことが知られており(37)、マウスの液性免疫系から封入細胞が隔離可能であっても、ヒト
への臨床応用を考慮した場合、ヒトの液性免疫系から封入細胞を隔離可能であるかは疑問が
残る。したがって、より安全かつ長期間有効な細胞性製剤を開発していくためには、液性免
疫系からも封入細胞を完全に回避可能なシステムを開発する必要があると思われる。そこで
次章では、APAマイクロカプセルの液性免疫隔離能について考察した。
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第二章 細胞性製剤の液性免疫隔離性
細胞性製剤に利用する細胞は、免疫系からの拒絶を回避するという観点から、自己細胞を
用いるのが最適であると考えられる。しかし、自己細胞を用いる場合、患者一人一人に細胞
を準備する必要があり、さらに自己の体内から単離 した初代培養細胞を製剤として必要な細
胞数まで調製するのは非常に困難である。また、肝硬変や糖尿病などの自己細胞異常により
病態を形成 している患者から正常自己細胞は望めない。したがって、細胞性製剤に利用する
細胞のソースとして、非自己の細胞を利用せざるを得ない。非自己細胞はゼノジェニックと
アロジェニックな細胞の2つ に分けられるが、ゼノジェニックな細胞の利用は、細胞由来の
抗原性が非常に高いため、炎症反応やアナフィラキシーショックを起こす可能性や未知ウイ
ルス感染の危険性が指摘されている(38-41)。したがって、細胞由来の抗原性を最小限にす
ることやウイルス感染の危険性を考慮すると、細胞性製剤としてはアロジェニックな細胞を
利用することが妥当であると思われる。
第一章でも示したように、アロジェニックな系においてAPAマイクロカプセルはホス トの
免疫系か ら封入細胞を長期間隔離し、生存・機能させうる担体であることが明らかとなった。
しかしながら一方で、マウスハイブリドー マを封入 したAPAマイクロカプセルをアロジェニ
ックなマウスに投与すると、ホストの液性免疫系を活性化しハイブリ ドー マ細胞に対する抗
体が誘導 される(36)。これは、非自己細胞の可溶性アロ抗原などがAPAマイクロカプセルか
ら持続的に分泌されるためであると考えられる。また、APAマイクロカプセルは、封入したハ
イブリ ドー マから分泌される分子量約15万 の抗体分子を透過させうることを考えると、抗
体一補体依存性細胞傷害反応により封入細胞が傷害される可能性を否定することはできない。
実際にアロジェニックな移植における拒絶反応において、移植臓器は細胞性免疫および液性
免疫系の両免疫系により拒絶されうることが報告されており(42,43)、細胞性製剤もアロジ
ェニックなホス トの液性免疫系から拒絶され機能を喪失する可能性は十分に考えられる。そ
こで本章では、細胞性製剤をアロジェニックなホス トへの適用を目指しているが、より過酷
な条件として液性免疫系による拒絶反応が起こりやすいゼノジェニックな系(44)を評価系
として用いることにより、APAマイクロカプセルの液性免疫隔離能を評価した。
第一節 細胞性製剤によるゼノジェニックな糖尿病モデル動物の病態改善
細胞性製剤は、アロジヱニックなホスト体内で疾病治療に有効な生理活性物質を長期間デ
リバリーすることのできる製剤であるが、一方でアロ抗原を長期間徐放化する製剤であると
もいえる。アロジェニックな細胞を用いた場合、このアロ抗原の問題を解決することは、現
状において不可能であり、細胞性製剤に利用する細胞に対する抗体の誘導を阻止することは
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できない。 また 、APAマイク ロカ プセルは、分子量約15万 の分子 を透過 させ うることも判 明
してお り、抗体一 補体 を介 した細胞傷害反応が起 こ りうる と考 え られ た(45,46)。しか しな
が ら、第一章で 示 した よ うに、ア ロジ ェニ ックなマ ウスの系 にお いて、細胞性製剤 は抗体一
補体 を介 した液 性免疫系か ら拒絶 され る ことな く長期間機能 して いた。一般に細胞 表面上 に
は種特異性 を有 す る補体制御 因子が発現 して お り、 この因子の発現 によ りマウス補 体活性 化
を抑制 し液性免 疫系 による細 胞傷害か ら封入細胞 が回避 している可能性が考 え られた 。一方
で、 レシ ピエ ン トと して用 いたマウスの補体活性 は非常 に低 いことが知 られてお り(37)、ア
ロジ ェニ ックな マウスの系 でAPAマ イクロカ プセルの液性免疫隔離能を厳密 に評価 す るこ と
はできないと思われ る。そ こで、本節 では、ゼ ノジ ェニ ックな移植モデル としてAPA-MINE細
胞 と糖尿病 モデルラ ッ トを用 い、APA-MINE細胞投与後の糖尿病 ラ ッ トの糖尿病治療効果 を指
標にAPAマ イク ロカプセ ルの液性免疫隔離 能 を考察 した。
実験材 料 と方法
(1)糖尿病 モデル ラ ッ トの作製
5週 齢の雌性Wistar系ラ ッ ト(清 水実験 材料)を5時 間絶食後、50mMクエ ン酸緩衝
液(pH4.5)に溶解 したス トレプ トゾ トシン(STZ)を45mg/kgで尾静脈 か ら投与 した。
2週 間後 、150分間絶食 させた ラッ トの空腹時血糖値 を測定 し、血糖値が400mg/dl以 上
の もの を糖尿病 モデル ラ ッ トとして使用 した 。
(2)糖尿病 モデル ラ ッ トの処置
第一章第一節 に記 した方法 でAPA-MINE細胞(5x106cells/mlofcapsules)を調 製
し、7週 齢 の糖尿病モデル ラ ッ トに1×106celIs/0.2mlofGapsuIes、3×106cells/0.6
mlofcapsulesまたは9×106cells/1.8mIofcapsulesのAPA-MINE細胞 を腹腔 内投与
した。
(3)血糖値の測 定
APA-MINE細胞 を投与 したラ ッ ト、正常 ラ ッ トまたは処置 を施 していない糖尿病 ラ ッ トを
150分間絶食 させ、眼 窩静脈 叢 あるいは尾静脈 よ り経 日的 に採血 し血清 を得た。血清 中グル
コース濃度 はグル コー スC皿 テス トワコー によ り測定 した。
(4)経ロ糖負荷試験
あ らか じめ4時 間絶食 させ た正常 ラッ ト、糖尿病 ラッ トまたはAPA-MINE細胞投与後16日
目の糖尿病 ラ ッ トにグル コー ス を2g/kgで 経 ロ投与 した。0、5、15、30、60、120分後
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に眼窩静脈 叢 あるいは尾静脈 よ り採血 を行 い、血中インス リン濃度 をイ ンス リンRlAに よ り
測定 した。
以上の実験 スケジュール をFig.10に示す。
なお、その他 の実験方 法については、前節 までの記載 に準ず る。
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実験結果および考察
APA-MINE細胞 をゼ ノ ジ ェニ ック な 関係 の 糖 尿 病 ラ ッ トに投 与 し、 そ の 糖尿 病 治療 効 果 を検
討 した(Fig.11)。400mg/dl以上 の 高血 糖状 態 を示 した 糖 尿 病 ラ ッ トに、APA-MINE細胞
を投 与 す る と、1x106cells/o.2mlofcapsules投与 群 で は血 糖 値 の 低 下が 全 く認 め られ
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なか った。また、APA-MINE細胞3×106cells/0.6mlofcapsules投与群では、8例 中1
例において投与後7日 目に正常血糖値 まで回復 したが、この治療効 果は持続 せず、投与後14
日目にお いて血糖値 は元の高血糖状態に戻 って しまった。APA-MINE細胞9×106cells/1.8
mlofcapsuIes投与 群では、6例 中4例 において一時的 な糖尿病治療効果が観察 され 、そ
の うち2例 は投与後20日 目まで正常血糖値 を維持 していた ものの、投与1カ 月後 にお い
て2例 のラ ッ トとも血糖値 が高血糖状態 に戻 って しまった。 この2例 において、正 常血糖
値を維持 してい る期 間中は血中にインス リンが検出 されたものの、投与1カ 月後 において は
血中にイ ンス リンが検出 されなか った。さ らにデー タには示 して いないが、投与1カ 月後 に
腹腔内か らAPA-MINE細胞 を回収 しカ プセル内 の細胞の生存性 を確 認 した ところ、カ プセル
内の大半 の細胞が死滅 していた。 この ことよ り、糖尿病 ラッ トに おける血糖値の正常化 は、
ゼ ノジ ェニ ックな ホス ト体内で生存 していたAPA-MINE細胞か ら分泌 され るイ ンス リンによ
り達 成 され た もの と考 え られ た 。
そ こで 、 この 点 を 明 らか にす る ためAPA-MINE細胞9×106cells/1.8mlofcapsules投
与 後18日 目に経 ロ糖 負 荷 試 験 を 行 った(Fig.12)。正 常 ラ ッ トで は グル コ ー ス投 与 後 、 血
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糖値 の上昇 とともに血 中イ ンス リン濃度が上昇 し、血糖値の低 下に伴い血 中イ ンス リン濃 度
が低下す る とい う正常 な応答性 を示 した。一方 、糖尿病 ラッ トでは、グル コース投与後 もほ
とん ど血 中にインス リンは検出 されなか った。これに対 し、APA-MIN6細胞9x106cells/1.8
mlofcapsules投与群において、経 口糖負荷前か ら既 に高血糖 を示 して いた個体 では、血糖
値が上 昇 しても血 中にイ ンス リンは検 出 され なかった。一方、正常血糖値 を維持 して いた群
では、わず かなが らも血中にインス リンが検出 され、APA-MINE細胞 がグル コース を感知 して
インス リンを分 泌 して いる ことが判 明 した。 しか し、第一章第二節 のマ ウスの 系で認め られ
たよ うな シャー プなグル コース応 答性 インス リン分泌は観察 されず、APA-MINE細胞の機能 が
既 に低 下 して いる もの と思われ た。
以上の結 果 よ り、APAマイク ロカプセ ルに封入 され たMINE細胞 は、ゼノ ジェニ ック体 内
で一時的 に生存可能 である ものの、大半の細胞 は投与後す ぐに死滅 している ことが示唆 され
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た。ゼノ ジェニ ックな関係 の移植 において 、液性免疫 系に よる細胞傷害が拒絶反応 に大 き く
関与 して いる ことを考 慮す ると(44)、APAマイク ロカ プセル内のMINE細胞がホス トの液性
免疫 系か ら傷害 され た可能性 が高 い と考 え られた。
第二節APAマ イク ロカ プセルの液性免疫 隔離能評価
前章 にお いて、APAマイ ク ロカ プセルは ア ロジェニ ックな マウスの系において封入細胞 の
長期機能 性維持 を可能 に し、ホス トの細 胞性免疫 系か ら封入細胞 を隔離可能な担体で ある こ
とは既に述べた。一方で前節 の結 果か ら、液性 免疫系が拒 絶反応の中心的役割 を演 じるゼ ノ
ジェニ ックな系 において 、APAマイク ロカプセルは封入細 胞 を隔離困難 であることが示 唆 さ
れ 、APAマイク ロカプセルの液性免疫隔離能の不完全性が推察 され た。そこで本節 では、invitro
培養 系に よ りAPAマ イク ロカプセルの液性 免疫 隔離能 につ いて再確認す ることと した。
実験材 料 お よび方法
(1)ウサ ギ抗MINE細胞抗血清 の調製
MINE細胞(1×106Gells)を約1週 間毎に3回 、 日本 白色家兎(清 水実験材料)に 静
脈 内投与 した。最終免疫 よ り7日 後 に頸動脈 よ り全採血 し、得 られた抗血清 を 一80°Cで凍
結保存 した。
(2)ウサ ギ抗MINE細胞抗 血清 に対す る遊 離MINE細胞 な らびにAPA-MIN6細胞の抵抗性評
価
ウサ ギ抗MIN6細胞抗血 清 に対す る遊離MINE細胞な らびにAPA-MINE細胞の抵抗性 は、
抗体一補体依 存性細胞溶解法 に よ り評価 した 。10%FCS含有DMEMに懸濁 したAPA-MINE細
胞 を100ｵlofcapsules/wellで、また、遊離MINE細胞 を5×105celIs/wellで24穴
プレー トに播種 し、ウサギ抗MINE細胞 抗血 清 を最終濃度 で1、3、10%と なるように添加
した。37°C、5%CO2条件下で24時 間イ ンキ ュベー シ ョン した後、M丁Tアッセイに よ り生
存率 を測 定 した。なお、MINE細胞の生存率(%)は 以下 に示す式に従 って算 出 した。
生存率(%)ニ[A]/[B]×100
[A]:ウ サ ギ抗MINE細胞抗血清添加群 のMTT活 性
[B]:ネ ガテ ィブコン トロールのMTT活 性
なお、ネガテ ィブコン トロール のMT丁活 性はAPA-MINE細胞 または遊離MIN6細胞 を10%
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FCS含有DMEMのみでインキュベー シ ョンした場 合のMTT活 性 を表 して いる。
(3)非働化処理 を行 ったウサ ギ抗MINE細胞抗血清 に対す るAPA-MINE細胞 の抵抗性評価
非働化 ウサギ抗MINE細胞抗血清 の調製 は、上記 の方法 で調 製 した ウサギ抗血清 を56°C、
30分間加 熱す る こ とで行 った 。非働 化 処理 を行 った ウサ ギ 抗MINE細胞 抗血清 に対す る
APA-MINE細胞の抵 抗性 は、上記 の抗 体一補体依 存性細胞 溶解法 にて評価 した。なお、無処理
も しくは非働 化処 理を行 ったウサ ギ抗MINE細胞抗血清 を最 終濃度で10%と なるよ うに添
加 した。
実験結果および考察
APAマイク ロカプセルの液性免疫 隔離能 を評価す るため 、APA-MINE細胞 をウサ ギ抗MINE
細胞抗血清 添加培 地中で培養 し、MINE細胞の生存 率 を指標 に検討 した(Fig.13)。遊離 の
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Fig.13ResistanceofAPA-M-NEcellsagainst
rabbitanti-M-NEcellsantiserum.APA-MIN6
cells(　)orfreeM-N6cells(0)wereincubated
inDMEMsupplementedwith10%FCSandO,1,
30r10%rabbitanti-MIN6cellantiserumat
37°Cin5%COZfor24hours.Thecellviability
wasevaluatedbyMTTassay,and%ofviability
wascalculatedasfollows(%ofviability)_
[(OD595-655nmofantiserum(+)culturedgroup)]
/(OD595-655nmofantiserum(一)culturedgroup))
x100.Eachdatapointrepresentsthemean±SD
ofthreecultures.
MINE細胞は、抗血清添加培地による培養で抗血清濃度依存的に傷害され、わずか3%の抗血
清存在下でも完全に傷害された。また、APA-MINE細胞も抗血清濃度依存的に封入細胞の傷害
性が認められ、10%抗血清添加培地中で約半数の細胞が傷害された。この結果より、APAマ
イクロカプセルはある程度の液性免疫隔離能を保持しているものの、その隔離能は不完全で
あることが判明した。
生体内では常に新鮮な血清成分が供給されており、生体内に投与された細胞性製剤は、新
鮮かつ豊富に存在する血清成分に常に接触 している。したがって、現状のAPAマイクロカプ
セルの液性免疫隔離能では、封入細胞をホストの液性免疫系による細胞傷害から回避困難で
あると推察された。また、細胞性製剤に適用する細胞もしくは病態によっては、アロジェニ
ックやシンジェニックな関係の細胞を利用した場合でさえも液性免疫系により傷害されるこ
とも十分にありうる(,;)。 それゆえ、細胞性製剤の有効性 ・安全性をさらに向上させる
ためにも、液性免疫系による細胞傷害反応から封入細胞を完全に隔離可能な細胞性製剤を開
発することが必要不可欠であると考えられた。
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さて、一般 に液性免疫 系による細胞 傷害 は、抗体 を介 した補体 系活性 化に よ り引き起 こさ
れ る。そ こで、APAマイク ロカプセル に封入 され た細胞の液性免疫 系に よる傷害が 、補体 系
活性化に よるものかを確認す るため、APA-MIN6細胞 をウサギ抗MINE細胞 抗血清、または非
慟化 によ り補体 系 を失活 させた抗血清 添加 培地中で培養 後の封入細胞 の生存性 を指標 に検 討
した(Fig.14)。抗血清添加培地 において、APA-MINE細胞は傷 害 され て いるのに対 し、非働
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Fig.14Resistance…MIN60e皿sagainstno皿alor
血morbilizedrabbitand・MIN6㏄皿san缸semm.Viab丗ty
ofAPA.・M工N6celswasevaluatedat24hoursafter
supplementationof10%rabbitanti-M工N6celantiseru皿
(　)or10%immorbilizedrabbitanti-MIN6cellantiserum
(　).ThecellviabilitywasevaluatedbyMTTassay,and
ofviabiitywascalculatedasfollows;(%ofviab丗ty)=
[(OD595-655nmofantiserum(+)culturedgroup)]/
(OD595-655nmofantiserum(一)culturedgroup)]X100.
Eachdatavaluerepresentsthemean±SDofthree
cultures.
化抗血清添加培地においてAPA-MINE細胞は、全く傷害されなかったことより、APAマイクロ
カプセル内の細胞は補体系活性化により傷害されたことが示唆された。以上の結果より、細
胞性製剤に液性免疫隔離能を効率よく付与するためには、液性免疫系による細胞傷害を引き
起こす最重要因子である補体系活性化を抑制することが最適であると考えられた。
第三節 小括
これ まで に非 自己の細胞 または組織 を生体 に適用す る研究 は、バ イオハイ ブ リッ ド型人工
臓 器の分 野 で盛んに行われ ている(49-53)。現在 、非 自己の細胞 または組織 を生体 内 で安定
に存在 させ うる担体 と して、半透性マイク ロカプセル(32,36,54-59)やホ ロー ファイバー
(60,61)とい った担体が広 く用 いられ ている。 さらに他 にも拡散チ ャンバー(62-64)、チュ
ー ブ状デバ イス(65)や血管接続 デバ イス(66)などが ある。また、用 い られ て いる材料 も
温 度依存 的に ゾル ーゲルの転移 を行 うアガ ロース(50)、多価 カチオ ンを介 してゲル化 するア
ルギ ン酸(57)やポ リビニルアルコー ルバ ッグ(67)さらには塩 化 ビニル ーアク リロニ トリ
ル共重合体チ ュー ブ(65)など様 々である。 これ ら担体 は、物理 的に封入細胞 とホス トの免
疫担 当細胞 との接触 を完全に阻害 し、ホス トの細胞傷害性T細 胞が 自己と非 自己を認識す る
MHCクラス1分 子 を認識 で きないため 、細胞性 免疫系か ら封入細胞 を隔離可能 で ある。 しか
しなが ら、抗体や補 体な どの高分子量物 質のみの透 過 を完全 に阻止 す るゲルや 限外濾過膜 を
確 立す る ことは困難である と考え られ ている。 そこで、本 研究で用いているAPAマ イク ロカ
プセルの液性免疫隔離能 について検討 を行 った。
APA-MIN6細胞 をゼノ ジェニ ックな関係 の糖尿病モ デル ラ ッ トに投与す る と 一時的 な糖尿
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病治療効果が観察されたものの、1ヶ月後には全ての糖尿病ラットがもとの高血糖状態に戻
ってしまった。また、データには示していないが高血糖に戻ったラット腹腔内からAPAマイ
クロカプセルを取り出し封入細胞の生存を確認すると、封入細胞が死滅していた。このこと
は、液性免疫が拒絶反応の重要な役割を演じているゼノジェニックなホス ト体内において、
APAマイクロカプセルが、封入細胞をホス トの液性免疫系から隔離できないことを示してい
る。実際にAPAマイクロカプセルの液性免疫隔離性を、invitro培養系で評価したところ、封
入細胞が抗血清により傷害された。また、この細胞傷害は非働化した抗血清において観察さ
れなかったことより、補体系により封入細胞が傷害されたものと考えられた。
ヒトのアロジェニックな臓器移植における拒絶反応では、移植臓器が細胞性免疫系および
液性免疫系の両者により拒絶される(42,43,68)。したがって、細胞性製剤の臨床応用を考
慮した場合、封入細胞を細胞性免疫系のみならず液性免疫系からも隔離しなければならない
と考えられ、細胞性免疫系および液性免疫系から封入細胞を完全に隔離可能な細胞固定化担
体を粒子設計する必要がある。APAマイクロカプセルは細胞性免疫系に対する隔離能を有して
いることが判明しているので、次章では細胞性製剤の液性免疫隔離能改善に関する検討を行
った。
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第三章 補体成分の透過 ・拡散性を抑制する新規細胞固定化担体の粒子設計
APAマイクロカプセルは、半透膜という物理的バリアーによりホス トの細胞性免疫系から
封入細胞を完全に隔離可能であるものの、抗体や補体を中心とする液性免疫系による細胞傷
害から封入細胞を隔離できないことはすでに述べた。これは、分子量約15万 の抗体だけで
なく、さらに高分子量の補体系タンパク質などが速やかにAPAマイクロカプセル膜を透過し、
一連の膜傷害性反応が進行したことを示唆している。細胞固定化担体の理想は、疾病治療に
利用する生理活性物質を自由に透過させ、抗体や補体成分などの液性免疫系に関わる分子量
約10万 から75万の分子を完全に遮断する特性を有することである。しかし、岩田らは、
多くの細胞固定化担体に用いられているハイドロゲルや限外濾過膜における物質の拡散現象
を物理化学的に解析し、疾病治療に有用な分子であるインスリン(分子量6,000)の透過と
補体成分(Clq;分子量462,000)の透過を厳密にコントロールすることは困難であると指
摘している(50)。APAマイクロカプセルも限外濾過膜の一種であり、細胞性製剤として治療
に有効な生理活性物質の徐放化と、液性免疫隔離能を同時に付与した担体を作製することは
困難な様に思われた。しかしながら、補体系活性化は約20種 類の補体成分のカスケー ド反
応から成り立っており、その補体成分のいずれが欠けても細胞膜傷害を引き起こすmembrane
attackcomplexが細胞膜上に形成されなくなる。また、いったん活性化された補体成分の半
減期は数分と極めて短いことが知られている(69,70)。したがって、担体内への補体成分の
透過 ・拡散速度を抑制可能となれば、細胞固定化担体に補体抵抗性を付与することも可能に
なると期待される。そこで本章では、細胞固定化担体への物質透過 ・拡散性抑制による液性
免疫隔離の可能性について検討した。
第一節APA(Ba)マイクロビーズの物質透過 ・拡散性評価
第二章第二節の結果から、液性免疫隔離を効率よく行うためには、液性免疫系による細胞
傷害において最重要因子と考えられる補体系の活性化を抑制することが最適であると考えら
れた。また、補体成分の中には、極めて安定性に乏しい分子も存在するため(69,70)、細胞
固定化担体の物質透過 ・拡散性を抑制する機能を付与し、補体成分が担体内に透過 ・拡散す
るのに要する時間を稼ぐことにより、封入細胞を液性免疫系による傷害から隔離しうると期
待される。そこで本節では、担体内部への物質透過 ・拡散性を抑制する目的で、APAマイクロ
カプセル内部をアルギン酸ゲルで満たしたAPA(Ba)マイクロビーズを作製し、その担体の特
性についてAPAマイクロカプセルと比較検討した。
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実験材料 および 方法
(1)APA(Ba)マイク ロビーズの調製
第 一章第 一節のAPAマ イク ロカ プセルの作 製方 法 を改変 し、APA(Ba)マイク ロビーズ を
作製 した 。す なわ ち、1.8%(w/v)ア ルギ ン酸 ナ トリウム溶液 を、airjetsyringepump
dropIetgeneratorによ り100mMBaC12溶液 中へ滴下す ることでアルギ ン酸バ リウムマイク
ロ ビーズ を形成す る とともにゲル化 させた。 この アルギ ン酸バ リウムマイ クロビーズを分子
量28,600の0.1%(w/v)ポ1丿(L)リジン溶液 中で10分間穏やか に攪拌 し、0.03%(w/
v)ア ルギ ン酸ナ ト1丿ウム溶液 中で4分 間穏 やか に攪 拌 した。 さらに、 この0.1%(w/
v)ポ リ(L)リジン溶液 と0.03%(w/v)ア ル ギ ン酸ナ トリウム溶液処理 を繰 り返 し行 っ
た 。なお、各操作 はすべて室温 で行 い、各 操作の間 では生理食塩水 による洗浄 を3回 行 った。
(2)APAマイク ロカプセル、APA(Ba)マイク ロビー ズの物質透過 ・拡散性評価
APAマイク ロカ プセル、APA(Ba)マイク ロビーズ ともに直径約500岬 のもの を用いて実
験 を行 った。両担体 を500ｵ1の生理食塩水 とともにマイクロテス トチュー ブに と り、0.05%
FITC一デキス トラン(Mw=77,000、148,000、484,000)溶液5 ｵ1を加え、室温で振 とう
した。振 とう開始 後0、15、45分後 に担体内部 へのFITC一デキス トランの透過 ・拡散性 を共
焦点 レーザー顕微鏡(Bio-Rad)を用 いて観察 した 。.一
実験 結果お よび考 察
今回新た に作製 したAPA(Ba)マイク ロビーズの 特性について知 るため、その担体 を位相差
顕微鏡 および電子顕微鏡で観察 し、APAマイ クロカ プセル と比較 した(Fig.15)。APA(Ba)マ
イクロ ビーズ は、APAマイクロカ プセル と同様 に直径約500ｵmの球形であ り、その表面 には、
アルギ ン酸 とポ リ(L)リジンのイオ ンコンプ レックス によ り形成 された膜を有 していた。さ ら
に、APA(Ba)マイク ロ ビーズ表面はAPAマ イ ク ロカ プセル と同様に滑 らかであった。 これ
までに著者 らは、APAマイクロカ プセルが生体 適合 性 に優れた粒子である ことを確認 してい
る。 さ らに、表 面構造の滑 らかな粒 子 には表面上 に タンパ ク質等の吸着が少な く、生体適合
性 に優 れ ている とい う報告 もな され ている ことか ら(71,72)、APA(Ba)マイク ロビーズも
APAマイク ロカ プセル と同様に生体適合性 に優れ た担体 である と推測 された。
APAマイ クロカプセルおよびAPA(Ba)マイク ロ ビー ズの 中心部分 を比較す る と、APAマイ
ク ロカ プセルの内部は空洞であるの に対 し、APA(Ba)マイク ロビーズの内部はアルギ ン酸バ
リウム ゲルに よ り満 たされて いた 。また、 このアル ギ ン酸バ リウムゲルは生体内において も
安定 であ り、長期間 に渡 りそのマ トリックス構 造 を維 持可能 である。 したが って、細胞性 製
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Fig.15MicrographsofAPAmicrocapsulesandAPA
(Ba)microbeads.APAmicrocapsules(A,C,E)andAPA
(Ba)microbeads(B,D,F)werephotographed.Cross
sections(A,B)andsurfaces(C,D)wereobservedusing
scanningelectronmicroscope.Appearances(E,F)were
observedusingphasecontrastmicroscope.
剤 としてAPA(Ba)マイクロビーズ を生体 に
投与 しても、長期間その構造 を維 持可 能 であ
る と考 え られる。 また、APA(Ba)マイ クロ
ビーズの中心部 がゲル構造であ ることよ り、
APAマイク ロカプセルに比 べ担体 内へ の物
質透過 ・拡散性 が抑制 されている もの と推測
され る。 そ こで、APAマイク ロカプ セル と
APA(Ba)マイ クロ ビーズの担体 内部 への物
質透過 ・拡散性 について比較検討 した(Fig.
16)o
APAマイクロカプセルまたはAPA(Ba)マ
イク ロビーズ をFITC一デ キス トラン(Mw=
77,000、48.000、484,000)溶液中 で振 とう
し、担 体 内部 に透過 ・拡散 して きたFITC一
Incubationtime(min)
Fig.16PermeabilityofFITC-dextranintoAPAmicrocapsulesandAPA(Ba)microbeads.APAmicrocapsulesor
APA(Ba)microbeadsweredroppedintotheO.05%FITC-dextran(Mw=77,000,148,0000r484,000)solutions.They
wereshakedatroomtemperatureforO,ISor45minutes.Eachcarrierwasobservedwithconfocallaserscanning
microscope.
デキス トランを共焦点 レーザー顕微鏡 により経時的 に観察 した。 その結果 、分子量484,000
のFITC一デ キス トランにおいては、両 担体 ともその物質透過 ・拡散性 を抑制 してい た。 しか
し、APAマイクロカプセル は、振 とう時間依存的 に徐 々にではあるが、担体 内に分子量484,000
のFITC一デキス トランの透過が認め られた。一方 、分子量77,000および148,000のFITC一
デキス トラ ンにおいて、APAマイクロカプセル とAPA(Ba)マイクロビーズ間 で透過 ・拡散性
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に著 しい違 いが認 め られた 。す なわ ち、APAマイク ロカプセルにおいて、分子量77,000お
よび148,000のFITC一デ キス トラ ンが速やか に担体内に透過 ・拡散 しているのに対 し、APA
(Ba)マイク ロビーズ ではその透過 ・拡散性 が明 らか に抑制 され ていた。C3をは じめ とす る
多 くの補体 成分が分子量10万 か ら20万 で あ り、 さらにC1に おいては分子量約75万 の
分子 である ことか ら、APA(Ba)マイク ロ ビー ズは多 くの補 体成分の透過 ・拡散性 を抑制可能
な担体で あると期待 され る。 また、データには示 して いないが、分子量4,400のFITC一デキ
ス トランの担体 内への物質透過性は、APAマイク ロカプセル とAPA(Ba)マイク ロビーズにお
いて ほぼ同等 で、速 やかに行われた こ とよ り、疾病治療 に効果 を発現す る比較的低分子量 の
イ ンス リンな ど生理活性 物質の透過 をほ とん ど制限 しな いと考 え られた。
補体系活性化 は様 々な補体成分 によるカス ケー ド反応 で あ り、その反応系の どこか一 カ所
でも阻害 されれば細胞 傷害 を引 き起 こすmembraneattackcomplexが形成 されな いこと、ま
たい ったん活性化 され た補体 成分の半減 期 が極 めて短 いことを考 えあわせる と、た とえ数十
分 あ るいは数分単位 でも担 体内への補体成 分の透過 ・拡散性 を抑制す ることができれば補体
系活性が進行 しに くくなる可能性は十分に あ りうると考 え られ た。
第二節APA(Ba)マ イ ク ロビーズに封入 した細胞 の機能性評価
細胞性製剤 の最大の利 点は、細胞 が本 来有 す る生理活性 物質のセ ンサ ー ・生合成 ・徐放機
能 を駆使 す ることで、生体 の恒常性 を乱す ことな く疾病治療 を行 えることにある。 したが っ
て、優 れた液性免疫隔離能 を有す る細胞性製 剤 を粒子設計で きた として も、封入細胞 の機能
を封入操作 で消失 させ て しまっては、その担体 を細胞性製剤 と して応用できない。そ こでAPA
(Ba)マイク ロビーズへの封入操作が およぼす 細胞機能への影響 について検討するため、マイ
ク ロ ビーズ 内に封入 されたMINE細胞 の機 能性 についてグル コース応答性 インス リン分 泌能
を指標 に検討 した。
実験材 料 および方法
(1)MINE細胞封入APA(Ba)マ イク ロビーズの調製
MINE細胞 を1.8%(w/v)ア ル ギ ン酸ナ トリウム溶液で5×106cells/mlとな
るよ うに懸濁 し、airjetsyringepumpdropletgeneratorを用 いて100mMBaGI2溶液 中
へ滴下す る ことでアルギ ン酸バ リウムマイク ロビー ズを形成す る とともにゲル化 させた。 以
降の操作 は、第三章第一節 のAPA(Ba)マ イク ロビーズの方法 に準 じてMINE細 胞封入
APA(Ba)マイク ロビーズ を調製 した。
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(2)MINE細胞 、APA-MINE細胞 、APA(Ba)マイ ク ロ ビー ズ 封 入MINE細 胞(APA(Ba)-MINE細
胞)の グ ル コー ス 応 答 性 イ ンス リン分 泌能 の 評 価
MINE細胞 の グルa‐ ス 応 答性 イ ンス リン分 泌 能 は第 一 章 第 一 節 の方 法 に準 じて 評 価 した 。
APA-MIN6細胞 も し くはAPA(Ba)-MIN6細胞 を24穴 プ レー トに100ｵ1/wellで 播 き 、KRB
中 で1時 間 プ レイ ンキ ュベ ー トした 。KRBで2回 洗 浄後 、 グ ル コー ス を0、1、5、10、25
mM含有 す るKRB2ml中 で2時 間 イ ンキ ュ ベー トした。培 養 上 清 の一 部 をサ ン プ リ ング し、
イ ンス リンRIAに て 分 泌 イ ンス リン量 を測 定 した 。な お 、 イ ン ス リン分 泌 の 亢進 率 は次 式 に
よ って算 出 した 。
Insulinsecretionratio=[A]/[B]
[A]:各濃 度 グル コー ス を含 むKRB溶 液 中 で イ ンキ ュベ ー トしたMINE細胞 の イ ンス リン
分 泌量
[B]:グル コー ス を含 まな いKRB溶 液 中 で イ ンキ ュベー トしたMINE細 胞 の イ ン ス1丿ン分
泌量
実験結果および考察
APA(Ba)マイク ロビーズへの封入操作 による細胞機能に与 える影響 を検討す る目的で 、APA
(Ba)マイク ロ ビーズにMINE細胞 を封入 し(APA(Ba)-MINE細胞)、その グル コー ス応答性イ
ンス リン分 泌能 を測定 した(Fig.17)。APA(Ba)-MINE細胞 は、生理的グル コース濃度 でイ
ンス リン分泌 を亢進せず 、生理的グル コース濃度 以上になる とは じめてイ ンス リン分 泌を亢
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Fig.17Glucose-stimulatedinsulinsecretionfromMIN6cells,APA-MINEcellsorAPA(Ba)-M-N6cells.Free
M-N6cells(5×105cells),APA-M-N6cells(5×105cells/100ｵlofcapsules)orAPA(Ba)-M-N6cells(5×105cells/
100ｵlofbeads)werepreincubatedinKRBwithoutglucoseforlhour.Thisbufferwasremovedandcellswere
incubatedinKRBwithindicatedglucosefor2hours.Thesupernatantswerecollectedandassayedforinsulin.Each
datapointrepresentsthemean-±-SD(n=3).
進 した。また、 この イ ンス リン分 泌の亢進パ ター ンは、遊離 のMINE細胞 とほぼ同等 の機能
を有 して お り、細 胞 封入 操作 に よる細胞 機 能 へ の影 響 はな い ことが判 明 した。 しか し、
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APA-MIN6細胞やAPA(Ba)-MINE細胞にお けるイ ンス リン分泌亢進の割合が 、遊離のMINE細
胞 に比べ て若 干低か った。 この詳 細な理由は不 明であるが、MINE細胞は培養条件 や細胞の状
態に よ り細胞 内のインス リン量やイ ンス リン分 泌能 が異 なるこ とが知 られてお り、デ ィッシ
ュ上、マ イク ロカ プセルの膜 上 また はマイク ロビーズ 中心部 のマ トリックス上 といった細胞
の周囲環境 の違 いで、イ ンス リン分 泌亢進 の割 合が異 な ったのではないか と考 え られた 。 し
か し、APA(Ba)-MINE細胞 とほぼ同等のイ ンス リン分泌 を示すAPA-MINE細胞で第一章第 一
節の よ うに長期 にわた るインス リン治療効果が 得 られた ため、APA(Ba)-MINE細胞 のインス
リン分 泌能 は、疾病治療 に応用可 能 な範囲で ある と考 え られた。 さらに、糖尿病 を細胞性 製
剤 で治療す る場合 、細胞性製剤 に求め られ る最 も重 要な機能は生理的グルコー スセ ンサ ー機
能 で ある と考 え られ 、APA(Ba)-MINE細胞は細胞性 製剤 と して必要な機能 を維 持 して いると
いえる。したが って、担体の作製 にあた り封入細胞 の機能 に深 刻な変化 を与 えな いAPA(Ba)マ
イク ロ ビー ズは、細胞性製剤 の担体 として有用 な担体 で あると推察 された 。
第三節APA(Ba)マ イ ク ロビーズ の液性 免疫隔離 能評価
APA(Ba)マイク ロビーズは細胞機能 を損な うことな く機能性細胞 を封入可能 であ り、か つ
分子 量の大 きな物質の担体 内へ の透過 ・拡散性 を抑制可能 な担体で ある ことが明 らか とな っ
た。 したが って、APA(Ba)マイク ロビーズが液性免疫隔離能 を有す る新規細胞 固定化担体 と
して細 胞性製剤 に応用可能 にな るもの と期待 され る。そ こで、APA(Ba)マイク ロビーズの物1
質透過 ・拡 散性制御 に よる液性 免疫隔離能の改善効 果につ いて検討 した。
実験材 料お よび方法
(1)ウサギ抗MINE細胞抗血清 に対す るAPA(Ba)-MINE細胞 の抵抗性 の評価
ウサ ギ抗MINE細胞抗血清 に対す るAPA(Ba)-MINE細胞の抵抗性は、第二章第二節 に記 し
た抗体一補体依 存性細胞溶解法にて評価 した。なお、ウサ ギ抗MINE細胞抗血清 を最終濃度で
10%と な るよ うに添加 し、常に活性 を有する補 体 を供給 する 目的で抗血清 を10%含 む培地
で毎 日培地 交換 を行 った。培養開 始後0、1、3、5、7、10、13日目にMTTアッセイ を行 い、
封入細胞 の生存率 を算出 した。
実験結果 および考察
APA-MINE細胞およびAPA(Ba)-MINE細胞を10%ウ サギ抗MINE細胞抗血清添加培地中で
培養 し、経 日的に封入細胞 の生存率 を測定 した(Fig.18)。その結果、APA-MIN6細胞の生存
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Fig.18DurableresistanceofAPA-MINEcells
andAPA(Ba)-M-N6cellsagainstrabbit
anti-MIN6cellantiserum.5x105cells/100ｵlof
capsu正esofAPA-M】N6cells(■)orAPA
(Ba)-M-N6cells(0)wereincubatedinDMEM
supplementedwith10%FCSand10%rabbit
anti-M-N6cellantiserumat37°Cin5%COZ.The
culturemediumwasreplacedeverydayandcell
viabilitywasevaluatedbyMTTassayatindicated
days.Thecellviabilitywascalculatedasfollows;
(%ofviability)_[(OD595-655nmofantiserum(+)
culturedgroup)]/(OD595-655nmofantiserum(一)
culturedgroup)]×100.Eachdatapo血trepresents
themean±SDofthreecultures.
率 は経 日的 に低下 し、5日 後には約80%の 細胞が傷害 され た。一方、APA(Ba)-MINE細胞
は少 な くとも約2週 間の培養 でほ とん ど傷害 されなか った 。この ことよ り、APA(Ba)マイ
ク ロビー ズはAPAマ イクロカ プセルに比べ優れ た補体抵抗性 を有す る細胞固定化担体 である
ことが判 明 した。デー タには示 していないが 、著者 らが開発 したAPA(Ba)マイク ロビーズは
担体への抗体分子の透過 を完全 に抑制 しきれ ないことを確認 して いる。したが って、APA(Ba)
マイク ロビーズ の液性免疫隔離能 は、抗体 ・補体分子の担体 内へ の透過 を完全に抑制 したた
めに達成 された のではな く、補体成分 の担体内への透過 ・拡散性速 度が抑制 され 、半減期の
短 いC3convertaseなどの補体 成分 が失活 し、補体系活性 化のカスケー ド反応が阻害 された
ために達成 された もの と推察 され た。
第四節 小括
前章の結果 よ り、液性免疫系に よるAPAマ イク ロカプセル 内の細胞の傷害が 、補体系活
性化 による もの であると推察 されたた め、細 胞性製剤への液性免疫 隔離能 を付与す る方法 と
して補体 系活性化 を抑制す る方法が最適 で あると考 え られ た。補体 系活性化 を抑制 して液性
免疫隔離能 を細胞性製剤 に付与す る方法 には、封入す る細胞 自身に補 体抵抗性 を付与す る方
法 と細胞 固定化担体に補体 抵抗性 を付与す る方法が ある。
細胞 自身に補体抵抗性 を付与す る方法 と して、細胞膜表面上 に発現す るdecayaccelerating
factor(DAF)(73)、homologousrestrictionfactor(HRP)(74)やmembranecofactorprotein
(MCP)(75,76)に代表 され る補体制 御因子 を利用す る方法が考 え られ る。 これ ら細胞膜表面
上 に発現 して いる補体 制御因子 は、 自己の補体 に常 に さ らされ ている 自己組織 を、 自己の補
体反応 か らの 傷害 を回避す るため に機 能す る分子システムで ある(77)。しか しなが ら、自己
免疫疾患等 の 自己に対する抗体 が誘導 され た場合 な どでは 、抗体 を介 した補体 系活性 化が誘
導 され、細胞 表面上の補体 制御 因子だ けでは補体 系活 性化 を制御不 可能 とな り細 胞が傷害 さ
れ ることが ある。また、細胞性 製剤 をア ロジ ェニ ックホス トに投与 した場 合、ホス トの液性
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免疫 系を活 性化 し、投 与 した細胞に対す る抗体 を誘導す る ことか ら、細胞表面上に補体制御
因子が発現 して いた と して もア ロジェニ ックなホス トの補体 系活性 化 を抑制で きな い可能性
が ある。 したが って、 この問題 を解決す るため には、細胞 表面上に補体制御因子 を過剰発現
させ ることが有効 であると考 え られ る。一方 、細胞 固定化担体側 に補体抵抗性 を付与す る方
法 では、 多 くの細胞種 に容 易に適用可能 で ある と考 え られ る。 この様 に細胞側 と担体側 の2
つのアプ ローチ を組み合わせ ることで、非常 に強 力な液性免疫隔離能 を有す る細胞性 製剤が
開発可能 になるもの と期待 され るため、著者 は両ア プローチの検討 を行 ってい こうと考 えて
い るが、本 研究 では広域 の細胞に適用可能 な補体 抵抗性 を有す る細胞 固定化担体 の開発 に着
手 した。
補体 系を構成す る成分には比較的高分子量 のタンパ クが 多 く、大半が分子量10万 か ら20
万の分子で ある。また 、活性化 された補 体成分の半減期 は極 めて短 い ことが報告 されて いる
ため(69,70)、担体内への補体成分の透過量 および その拡散ス ピー ドを抑制す るこ とによ り、
た とえ補体 系カスケー ド反応 の一部分 で あ っても、 これ を阻止可能 になれ ば液性免疫 系に よ
る細胞傷害 を抑 制で きるもの と期待 され る。そ こで 、APAマイク ロカ プセルの内部 をアルギ
ン酸バ リウムゲルで満た したAPA(Ba)マイク ロビー ズを作製 し、担体内部へ の物質透過 ・拡
散性を抑制す ることを試み 、その特性お よび液性免疫隔離能 をAPAマ イク ロカプセル と比較
した。APAマイク ロカプセルは 中心部が空 洞で あるた め、担体 内での物質の拡散速度は水 中
の物質の拡散性 と同 じであ り、補体成分 の よ うな高分子量物 質で も速やかに拡散す ると考 え
られた。一方、APA(Ba)マイクロビー ズは 中心部がアルギ ン酸 ゲルのマ トリックスで満た さ
れて お り、担体 内部 での物質の拡散性 はAPAマ イク ロカ プセルよ りはるかに制限 され るもの
と予想 され た。 さらに、その表面にはアル ギ ン酸一 ポ リ(L)リ ジ ンで作製 した薄膜が存在
してお り、 この膜の物理 的バ リアーに よ り、APA(Ba)マイク ロビーズは封入細胞 をホス トの
細胞性 免疫 系か ら完全に隔離できる もの と考 え られ た。
そ こで実際 に、FITC一デキス トラ ンを用い担体内部へ の透過 ・拡散性 を検討 した ところ、予
想通 りAPA(Ba)マイク ロビーズは、APAマイク ロカ プセルよ り顕著 にその透過 ・拡散性 を抑
制 していた。 しか し、このAPA(Ba)マイク ロ ビーズが封入細胞か ら分 泌される生理活性物質
の透過 を抑制 した り、APA(Ba)マイク ロビーズへの細 胞封入操作 によ り細胞機能 が失われ て
しまっては、細胞 性製剤の担体 と して利用す ることは困難 である。 そ こでこのAPA(Ba)マイ
ク ロビー ズにMINE細胞 を封入 し、グル コー ス応答 性イ ンス リン分 泌能を検討 した ところ、
遊離のMINE細胞 と同様 のグルコースセ ンサ ー機能 を維持 して いることが示された。さらに、
このAPA(Ba)マイク ロビーズは、APAマイクロカプセルに封入 したMINE細胞 とほぼ同等 の
イ ンス リン分泌量 を示 し、分子量約6,000の単量体 または36,000の六量体 インス リンの透
過 を制限 しない ことが示唆 され た。 したが って、APA(Ba)マイクロ ビーズが、細胞性製剤 と
して十分に機能 を果た しうるもの と考 え られ た。
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次に、APA(Ba)マイクロビーズの液性免疫隔離能について検討したところ、APA(Ba)マ
イクロビーズは封入細胞を液性免疫系による細胞傷害から回避させうることが判明した。こ
れは、APA(Ba)マイクロビーズ内への補体成分の透過 ・拡散速度が抑制され、細胞膜上にお
いて進行中の補体系活性化反応が次のステップに進むために必要な補体成分の供給の遅れに
より阻害されたため、APA(Ba)マイクロビーズが液性免疫隔離能を獲得したものと考えられ
た。また、実験期間中APA(Ba)マイクロビーズに封入した細胞の生存性は良好であり、担体
内に栄養分や酸素分子が十分供給されているものと考えられた。
岩田らの報告通り、アガロースゲルや既存の限外濾過膜により低分子量の物質を透過させ、
高分子量物質の透過を完全に遮断することは、現在の技術では非常に困難であると考えられ
る(50)。しかし、今回の検討により、高分子物質の完全遮断は行えなくとも、補体成分の担
体内への透過 ・拡散性速度を抑制することで補体抵抗性を付与することが可能になるものと
考えられた。以上の結果から、APA(Ba)マイクロビーズは、細胞性製剤への優れた液性免疫
隔離能付与を実現させうる非常に有用な新規細胞固定化担体であることが示唆された。
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第 四 章 抗 補 体 作 用 を有 す る新 規細 胞 固 定 化 担 体 の 開 発
細胞 固定化担体 に液性免疫隔離能 を付与す る第二 の方法 と して、細胞 固定化担体 に抗補体
作用 を付 与す る方法が考 え られ る。ポ リスチ レン誘導 体の中には、補体 成分 と強 く相互作 用
し血清 とイ ンベー シ ョンす る と補体活性 を低下 させ るポ リマーが存在 す ることが知 られて い
る。なか で も、polystyrenesuIfonicacid(PSSa)は強 力な抗補体作用 を有 して いることが
判 明 してい る(78)。岩田 らは、 このPSSaをアガ ロー スゲル に組 み込んだマイ クロ ビーズ を
作製 し、バ イオハ イ ブリッ ド型人工膵臓の開発 を試 み てお り、人工膵臓の異種移植へ の適 用
に関す る研 究 を行 って いる(50,79-82)。このよ うにポ リマー を利用 して補体 活性 を抑制 す
ることで液 性免疫 系か らの細 胞傷害 を回避す るア プ ロー チは、高分子膜 による透過性 のみ で
免疫隔離 を実現す るのではな く、高分子人工機能膜 によ り積極 的に液性免疫 系の制御 を行 う
方法 である。
これ まで に抗補 体作用 を有す る物 質 として様 々な ものが報告 されてお り、その抗補体作用
メカニズム も多岐 にわ たる。 したが って、抗補体作 用 メカニズムの異 な る物質 を細胞固定化
担体 に利用すれ ば、非常 に強 力な液性免疫隔離能 を有す る細胞固定化担体が開発可能 にな る
と考 え られ る。 そ こで本章 では、抗補体 作用 を有す る新規ポ リマー を見出すべ くス ク リー ニ
ングを行 った。 さ らに、得 られ たポ リマー を導入 した細胞 固定化担体の開発 を試み た。
第一節 抗補 体作 用 を有す るポ リマーのス ク リー ング
polystyrenesulfonicacid(PSSa)は強 い抗補体作 用 を有するポ リマーであ り、第二経 路
のFactorHに相 互作用 し補体活性 を抑制 している ことが報告 されている(50,78)。この よ
うに、補体 成分 と相互作用 し、PSSaよりさ らに強い抗補体作用を有す るポ リマー を見 出す こ
とが できれ ば、優れ た液性免疫 隔離能 を有す る細胞 性製剤の開発が可能にな るもの と期待 さ
れ る。そ こで本節 では、液性 免疫隔離能 を有す る細 胞 固定化担体開発に有用なポ リマーの検
索 を行 った 。
実験材料 お よび方 法
(1)抗補体 作用 のスク リーニ ングに使用 したポ リマー
polyethyleneglycol(和光純薬)、dextran(Sigma)、polyacrylamide(当研究室 で重
合分取)、polyvinylpyrrolydone(当研 究室 で分取)、polyvinylmethylether(Aldrich)、
DEAE-dextran(Sigma),polybrene(Sigma),polyethyleneimine(Aldrich),polyallylamine
(Aidrich)、poly(L)lysine(Sigma)、polystyrenesulfonicacid(PSSa、東 ソー)、dextran
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sulfate(Sigma)、polyvinylsulfate(PVS、ナ カ ラ イ)、alginate(Kelco)、carboxymethyl
cellulose(Aldrich)、polyacryIicacid(AIdrich)を抗 補体 作 用 の ス ク リー ニ ン グ に使
用 した 。
(2)各種 ポ リマー の 抗 補 体 作 用 の 評 価
gelatinveronalbuffe(GVB:145mMNaCI、3.12mMバル ビター ル 酸 、1.82mMバル ビタ
ール ナ トリウ厶 、0.25mMMgClz、0.03mMCaC12、0.1%ゼラチ ン、pH7.4)を用 い 、o.z、0.02、
0.002、0.0002、0.00002%のポ リマ ー 溶 液 を調 製 した 。 ま た、GVBで1/32希釈 した モ ル モ ッ
ト血 清(LockIand)を 同 時 に調 製 し、 ポ リマ ー 溶液 と1:1で 混合 した 後 、37°Cで1時
間 イ ンキ ュベー トした 。
以 上 の 操 作 の後 、GVB溶 液:ポ リマ ー モ ル モ ッ ト血 清 作 用 溶 液:抗 体 感作 ヒツ ジ赤 血
球 懸 濁 液(日 本 凍 結 乾 燥 研 究 所)=4:1:1と な る よ うに混 合 し、37°Cで1時 間 振 と う
した 。 遠 心 操 作 後 、上 清 の541nmに お け る 吸光 度 を測 定 し、次 式 に よ り抗補 体 作 用 を求 め
た 。
な お 、 以 上 の 一連 の 操 作 は 氷 上 で 行 っ た 。
抗 補 体 作 用(%)={1-([C]一[B])/([A]一[B])}×100
[A]:精 製 水 に よ り全 赤 血 球 を 溶 血 させ た 時 のOD541nm(100%溶 血)
[B]:モ ル モ ッ ト血 清 を加 え な か った 時 のOD541nm(096溶 血)
[C];ポ リマー 作 用 後 の モ ル モ ッ ト血 清 を作 用 させ た 時のOD541nm
(3)ポ1丿マ ー に よ る細 胞 傷 害 性
MINE細胞 を6.Ox105cells/mlとな る よ うに10%FCS含 有DMEMに て調 製 し、96穴 プ
レー トに50ｵ1/wellで 播 い た。 各 ポ リマー を10%FCS含 有DMEMに 溶 解 し、pH7.4に
調 整 後 、10%FCS含 有DMEMに て 希 釈 し0.2、0.02、0.002、0.0002、0.00002%のポ リマー
溶 液 を調 製 した 。 さ らにPVS、dextransuIfate、PSSaに関 して は1、2、4%の ポ リマー 溶
液 も調 製 し実験 に用 い た 。 これ ら各 々50ｵ1を96穴 プ レー トに加 え 、37°Cで24時 間 培
養 後 、MTTア ッセ イ を行 う こ とで 各 ポ リマ ー に よ る細 胞傷 害性 を評 価 した 。
実 験 結 果 お よ び考 察
まず 、TabIe1に示 す 種 々 の ポ リマー の 抗補 体 作 用 に関 す るス ク リー ニ ング を行 った(Fig.
19)。非 イオ ン性 ポ リマ ー は 、 いず れ の ポ リマ ー も抗補 体 作 用 を示 さず 、 補 体 成分 に相 互 作 用
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TablelProfilesofpolymers
Samplepolymer Molecularweight Structure
Nonionic
po且ymers
polyethleneglycol 20,000 (-CH2CH20-)・
dextran 10,400 A
polyacrylamide B,R=CONHz
polyvinylpyrrolydone B,R
polyvinyhnethylether B,R=OCHs
Cationic
polymers
DEAF-dextran 500,000 C
polybrene 10,000 「-N+(CHa)2-((Hと)6弓n
polyethyleneimine 25,000 卜NHCH2CH2-1・
polyallylamine 50,000650,000B,R=CHzNHz
poly(L)lysine 19,200 [-NHCH((-lzCHzCHzNH2)CO-}、
Anionic
polymers
polyv血ylsulfate 200,000 B,R=OSO3
polystyrenesulfonicacid50,000
..一 〈:〉一…
dextransulfate 500,000 D
dextransulfate 10,000 D
dextransulfate 5,000 D
alginate 50,000～100,000E
carboxymethylcellurose250,000 F
polyacrylicacid 24,000 B,R=COO一
して いな いことが示唆 された。カチオ ン性のポ リマー は、いずれのポ リマーも濃度依存的 に
補 体活性 を抑制 した。また 、カチオ ン性ポ リマーの官能基が4級 ア ミン(poIybrene)か
ら1級 ア ミン(polyallylamine)になる に従 い、抗補体作用が強 くなることが観察 された。
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Fig.19Anti-complementactivityofvariouspolymers.Eachpolymer(showTable1)wasdissolvedinGVBsolutionat
severalconcentration(0.2,0.02,0.002,0.0002,0.00002%).Onehundredｵlofthesepolymersolutionsand100ｵlof1/32
dilutedguineapigserumweremixedandincubatedat37°Cforlhour.Thensheeperythrocytessensitizedwithantibody
(Eへ8×107cells)wereaddedandshakedbackandfbrthfbrlhourin37℃.Aftershakingthesewerecentrifugedand
measuredabsorbanceofsupernatantatOD541nm.The%ofremainingcomplementcytotoxicactivitywascalculatedas
follows.(%ofremainingactivity)_[(OD541nmofexperimentalgroup)一(OD541nmofnegativecontrol)]/[(OD541nm
ofpositivecontrol)一(OD541nmofnegativecontrol)]x100.PositivecontrolwasusedasgroupthatallEAwereburstin
waterandnegativecontrolwasusedascomplement(一)incubatedgroup.Eachdatapointrepresentsthemean±SD(n=3).
また、polyethyIeneimineやpolyallylamineはわずか0.001%添加す るだ けでほぼ完全 に
補 体 活 性 を抑 制 した 。 ポ リ(L)1丿ジ ン も補 体 活 性 を抑 制 した が 、polyethyleneimineや
po[ya目ylamineに比べ てその活性が弱 か った。
ア ニオ ン性 ポ リマー で は 、 これ ま でに補 体活 性 を抑制 す る と報 告 され て い たPSSaや
dextransuIfateは、報 告通 り強 い抗補体作用が認め られた(50,83-85)。著者は、 その既
知のPSSaやdextransulfateに比べ、 さらに強い抗補体 作用 を有す るpolyvinylsulfate
(PVS)を新たに見出す ことができた。また、dextransulfateにお いて 、ポ1丿マー 中の硫 酸
基 の置換 度が同程度で あるにも関わ らず 、その分子量が 大 き くな るにつれ て補 体活性抑制効
果が増大する結 果 を得た。 この ことよ り、ポ リマーの有 す る官能基の種類 お よび数だ けが補
体 活性抑 制効 果の強度 を規定 しているの ではな く、ポ リマーの立体構造 な ど複 数の要素が影
響 する ことが示唆 され た。
さて、補体活 性 を抑制可能 なポ リマー であっても、 そのポ リマーが細胞傷 害性 を有す る も
ので あれ ば、細 胞固定化担体 に導入 し、その効果 を発揮 させ ることは できな い。そ こで次 に
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Fig.20CytotoxicityofvariouspolymerstoM-N6cells.M-N6cells(4x104cells)wereincubatedineachpolymer
solutionwasdissolvedinDMEMatseveralconcentrationat37°Cin5%COZfor24hours.Afterincubationperiod,the-
cellviabilitywasevaluatedbyMTTassay,andthecellviabilitywascalculatedasfollows;(%ofviability)_
[(OD595-655nmofpolymer(+)incubatedgroup)]/(OD595-655nmofpolymer(一)incubatedgroup)]X100.Eachdata
pointrepresentsthemean±SDofthreecultures.
抗補体作用 を有 して いたポ リマー について 、MINE細胞に対す る細胞傷害性を検討 した(Fig:"
20)。カチオ ン性 ポ リマーは強 い抗補体作 用 を有 していたが 、いずれも著 しい細胞傷害性を示
した 。 したが って 、カチオ ン性 のポ リマーは抗補 体作用 を有 しているものの細胞傷害性 も強
く、細 胞性製剤への利用 に適 していな いポ リマーで ある と推察 された。また、アニオ ン性 ポ
リマーの うち強 い抗補体作 用 を有す ることが 既知で あ ったPSSaも濃度依存的な細胞傷 害性
を示 し、2%の 濃度 においてほぼ全ての細胞 を傷害 した。一方 、今回著者が新た に見出 した
PVSは、PSSaと比較 して さらに強い抗補体作 用 を有 しているにもかかわ らず、PVS2%に お
いて も細胞傷 害性 を全 く示 さなか った。以上の結果 よ り、PVSが抗補体作用 な らびに細胞傷
害性の面 か ら、液性免疫隔離能 を付与 した細 胞 固定 化担体開発 に最 も有用である と考 えられ
た。
第二節polyvinylsuIfate(PVS)を導 入 した新規細 胞固定化担体 の液性免疫隔離能評価
PVSは、 これ までに強 い抗補 体作用がある と報告 されて いたPSSaやdextransulfateよ
りさ らに強 力な抗補体 作用 を有 し、かつ細胞 傷害性の ないポ リマーであることが判明 した。
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したが って、 このPVSを 細胞 固定化担体 に導入す ることで、優れ た液性 免疫隔離能 を有す る
細胞固定化担 体 を粒子設 計で きるもの と考え られ る。そ こで 、PVSを導入 した細胞 固定化担
体の構築 を行 った。硫 酸基 を有す るポ リマーの抗補体 作用の活性 中心 が硫 酸基 にある との報
告 を考慮 し(50)、PVSの硫酸基 をフリーの状態 で導入可能 なアガ ロー ス を細胞固定化担体の
材料 と して選 択 した。 このア ガロースは、細胞 固定化 担体 と して広 く利用 され てお り、封入
細胞 を安定 に長期間生存 させ ることが可能 であ る。著 者 らの以前 の検 討にお いても、ハイ ブ
リ ドーマ細胞 をアガ ロー スマイク ロビー ズに封入 し、ア ロジェニ ックな関係 の ホス トに投与
した際、 ア ロジ ェニ ックなホス ト体 内でハ イ ブ1丿ドー マ細 胞が長期間 にわた り生存 して いた
ことを確 認 して いる(55,86)。そ こで本節では、PVSをアガ ロースマイク ロビーズ に導入 し、
アガ ロース マイク ロビー ズへ の液性免疫隔離能付与につ いて検討 した。
実験材料 お よび方 法
(1)抗体 感作 ヒツジ赤血球 封入PVS導 入アガ ロースマイク ロビーズ の調製
岩田 らの方法 を若干改変 し(87)、PVS導入ア ガロースマイク ロビー ズの作製 を行 った 。す
なわ ち、アガ ロース0.2gを2.5mlの 生理食塩水 に溶解 し40°Cに保温 した。 このア ガロ
ース溶液 に各種 濃度(0.0004、0.004、0.04、0.4、4%)のPVS溶液1mlを 加 えた。ア ガロ
ース さ らに1 .6x109celIs/mlに調 整 した抗体感 作 ヒツ ジ赤血球 懸濁 液0.5mlを 加 え
vortexによ り均一に混合 した。 あらか じめ40°Cに保温 しておいた流 動パ ラフィンを加 えて
エマル ジ ョン とし、氷 中で急冷する ことによ りアガ ロースの液滴 をゲ ル化 させ た。生 理食塩
水でアガ ロー スマイク ロビーズ を洗浄 し、流 動パラフ ィンを完全 に除 去す る ことで、PVS導
入アガ ロース マイク ロビー ズを得た。
(2)アガ ロー スおよびPVS導 入アガ ロー スマイク ロビー ズの液性 免疫隔離能 評価
抗体感 作 ヒツジ赤血球 を封入 したアガロースマイク ロビーズ またはPVS導 入ア ガロースマ
イク ロビーズ(100ｵ1)を2.5、5、10、20%の正常 ヒ ト血清 を含むGVB(900ｵ1)に加 え
37°Cでイ ンキュベー シ ョン した。インキ ュベーシ ョン8時 間後 、上清 を回収 し、封入 した
赤血球の 溶血率 を吸光度(OD541nm)から以下の式 に従 い算 出 した。
溶血率(%)ニ{([C]一[B])/([A]一[B])}×100
[A]:精 製水で担体 内の全赤血球 を溶血 させた時の吸光度(100%溶 血)
[B]:正 常 ヒ ト血清 を添加 しなか った時の吸光度(0%溶 血)
[C]:正 常 ヒ ト血清 を添加 した時の吸光度
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実験結果および考察
PVSを導入 したアガ ロー スマイ クロ ビー ズに抗体感作 ヒツジ赤血球 を封入 し正常 ヒ ト血 清
添加バ ッファー中で反応 させた後の赤血球の溶 血率 を指標に、PVS導入ア ガ ロー スマイク ロ
ビー ズの液性免疫隔離能 を評価 した(Fig.21)。pvsを含まな いアガ ロース マイク ロビーズ
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Fig.21Hemolysisofsensitizedsheeperythrocytesencapsulatedinvariousmicrobeads.Thesensitizedsheep
erythrocytes(EA)wereencapsulatedagarosemicrobeadswithvariousconcentrationofPVS(Agarose/PVS-EA;PVS
concentratio且0%(●),0.0001%(口),0.001%(◆),0.Ol%(▲),0.1%(△),1%(○)).TheAgarose!PVS-EAwere
incubatedinGVBsupplementedwithvariousconcentrationofhumanserumat37°Cfor8hours.Afterincubation,the
supem跏twasmeasuredabsorbanceofsupernatantatOD541nm.The%ofhemolysiswascalculatedasfollows,(%of
hemolysis)_[(OD541nmofexperimentalgroup)一(OD541nmofnegativecontrol)]/[(OD541nmofpositivecontrol)一
(OD541nmofnegativecontrol)]x100.PositivecontrolwasusedasgroupthatallEAwereburstinwaterandnegative
controlwasusedasserum(一)incubatedgroup.Eachdatapointrepresentsthemean±SD(n=3).
は、血清濃度2.5%においても封入した赤血球の完全溶血が認められ、アガロースマイクロ
ビーズに液性免疫隔離能がないことが判明した。一方、PVS導入アガロースマイクロビーズ
では、導入したPVS濃度依存的に封入した赤血球の溶血を抑制したことより、アガロースマ
イクロビーズ内にPVSを導入することで、封入細胞を液性免疫系による傷害から隔離可能で
あることが示唆された。この担体における液性免疫隔離能が、長期維持されるか否かは、機
能性細胞を封入した担体で長期間の検討を重ね、その機能性維持期間について検討する必要
があると考えられる。今回の検討では、PVSの抗補体作用メカニズムの詳細が明らかにされ
ていないこともあり、作用点の異なるポリマーとの組み合わせに関する検討は行っていない
が、PVS単独でもアガロースマイクロビーズに顕著な液性免疫隔離能を担体に付与できるこ
とが判明した。今後、抗補体作用を有する他の物質と組み合わせることにより、さらに強力
な液性免疫隔離能が付与可能になるものと期待される。
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第 三節 小 括
細胞 固定化 担体に液性免 疫隔離能 を付与す るためには、補体 抵抗性 を有する細 胞固定化担
体 を開発 す る ことが最 も近 道で あると著者 は考 え、前 章では担 体内への補体 成分の透過 ・拡
散性 抑制 を行 い細胞固定化 担体 に液性免疫隔離能 を付与 した。また、細胞性製剤への補体抵
抗性 を付 与す る もう一つ別 の方法 と して 、細胞固定化担体 に抗補 体作用 を付与す る方法 、す
なわ ち細 胞 固定化担体 内に侵 入 して きた補体成分 を積極 的に失活 させ る方法が考 え られ た。
この方法 を成 功 させる最 も簡便な方法 は、抗補体作用を有するポ1丿マー を細 胞固定化担体 に
導 入する こ とで あると考 え、抗補体作用 を有す るポ リマーのスク リーニ ング を行 った。非イ
オ ン性、 カチオ ン性およびア ニオ ン性ポ リマーにつ いて抗補体 作用 を検討 した ところ、極 め
て強 力な抗 補体作用を有す るポ リマー と してpolyvinylsulfate(PVS)を新たに見出す こと
がで きた 。 このポ リマー の抗補 体作 用 は、 これ までに強 力 な抗補体 作用が報 告 され ていた
polystyrenesulfonicacid(PSSa)(50)やdextransulfate(83-85)に比べ さらに強 力で
あった。 さて、抗補体作 用 を有す るポ リマー を細胞固定化担体 に応用す るため には、そのポ
リマー 自身が 封入細胞 に悪影響 をおよぼ して しまっては意 味がな い。 そこで、細胞傷 害性に
ついて検討 を行 った ところ、PSSaには濃度依 存的な細胞傷害性が観察 された。一方、PVSは2%
にお いて も細 胞傷害性 は全 く認め られず 、抗補体作用 を有す る細胞固定化担体開発 にお いて
PVSが最 適 なポ リマー である と考え られ た。
PSSaにお いて、抗補体作用 の活性 中心が硫 酸基 である と報告 され て いる ことか ら(50)、
PVSの活性 中心 も硫酸基 に ある と考 え られ た。そ こで著者 は、PVSとpolybreneを混合 し、
イオ ンコ ンプ レックス形成 によ りPVSの硫酸基 を中和 した状態で抗補体作用 を検討 した とこ
ろ、デー タ には示 していないが 、polybrene濃度依存的にPVSの 抗補体作用が抑制 され た。
この ことよ り、PVSにお ける抗補体作用 の活性 中心 もPSSaと同様 に硫酸基 にある もの と推
察 され た。 したが って、細胞 固定化担体 にPVSを導入す る際 には、PVSの硫酸基が遊離 した
状態で適 用可能 な担体 を選ぶ必要が ある。そ こで、著者は細 胞固定化担体 に汎用 されて お り、
さ らに電荷 を有 さな いアガ ロース を細胞 固定化担体の素材 と して選択 し、細胞 固定化担体 に
お けるPVSの 有用性 を評価 した。
PVS導入 アガ ロースマイク ロ ビーズの補体抵抗性につ いて検討 した と ころ、アガ ロー スマ
イク ロビー ズ に導入 したPVS濃 度依存的 に封入 した赤血球 の溶血が抑制 され、抗補体作用 を
有す るPVSの 適用によ り細胞 固定化担体 に液性 免疫隔離能 を付与可能 であることが示唆 され
た。今後、機 能性細胞 を封入 した際の液性免疫隔離能な らびに細胞機能への影響 を検討す る
とともに、抗 補体作用の持続性 について検討 し、PVS導入細胞 固定化担体 の有用性 評価 を行
う必要が ある。 また、生体 に適用 し封入細胞の機能性維持期間 について検討 し、細 胞性製剤
と しての可能 性についても追求する必要が ある と思われ た。
-38一
第 五 章PVSの 抗 補 体 作 用 メ カ ニ ズ ム の解 明
これまで に様 々な物質が補体 と相 互作 用 し、抗補 体作用 を発揮 している ことが報告 されて
いる(78,88-97)。なか で も、 ア ニオ ン性 高 分 子 で ある ヘパ リン、dextransulfateや
polystyrenesulfonicacid(PSSa)が補体成 分に相互作用 し、以下 のよ うな作用 を示す こ
とが報告 され て いる。ヘパ リンは 、血清 中のC2、C4、FactorB、FactorD、FactorH、C6、
C8、C9など多 くの補体成分 と相互作用する こと(98)、さらにC3convertase形成阻害効果
を有す ることが知 られて いる(99)。dextransulfateは、C3convertase形成阻害やC1の
活性化 を抑制す る分子 であるC1イ ン ヒビター の活性 を高め、C1以降の補体系 カスケー ド反
応 の進 行 を阻害す るの と同時 に、補体 系の第二経路 を活性化 し、血清 中のC3を 枯 渇 させ る
ことで補体 価 を低 下 させる ことも報告 されて いる。 さらに、分子 量の違 いによ り、補体 にお
よぼす影響 も異 なる ことも知 られ て いる(83,85,88,93,99-102)。この ことか ら、単に分
子内の硫酸基 のみに よる抗補体作 用発現 とい う単純 な ものではな いことが示唆 されて いる。
また、PSSaは、補 体系の古 典的経路の成分で あるC1や第二経路の成分 であるFactorDや
FactorHに作用す るポ リマーで ある(50,78)。この よ うにポ リマーに よって も しくは、 ポ
リマーの分子 量 によ り補体 系への影響が異なる ことが 明 らか となって いる。 この ことは、コ作
用点 の異 な る物質 を うま く組 み合わせ ることで、補体 活性化 を多段階で抑制可能 であるこ と
を示唆 して いる。
前章 にお いて著者 は、PVSが非常 に強 い抗補体作 用 を有 し、かつ細胞傷害性 のないポ リマ
ーで ある こと、 さらに このポ リマー を細胞固定化担体 に適用する ことで、その細胞 固定化 担
体に液性免疫 隔離能 を付与可能 である ことを見 出 した。しか し、PVSの抗補体作用 につ いて、
その作用 メカニズムは不明 である。 したが って、上述の作用点の異 なる物質の組 み合わせ に
よるさ らに強 力な液性免疫隔離 能 を有する細胞 固定化担体開発の観点か ら、PVSの補体活性
抑制 メカニズム を解明す ることは非常に重要で ある と考 えられる。そ こで、本章で はPVSの
抗補体作用 メカニズムにつ いて検 討 した。
第一節 補 体系活性 化に およぼすPVSの影響
高分子 はそ の構 造や官能 基 の違 いによ り、多種 多様 な機 能特性 を有 している。また、近 年
の高 分子 化学 の進展に伴 い、 多機能 を有す る高分子 の合成が可能 にな り、高分子 は無限の可
能性 を秘 め た物 質で あるといえよ う。そのなか で高 分子物質が補体成分 と相互 作用 する こと
は様 々な研究 で報告 されて お り、その抗補体作 用 メカニズム解明が行われ てきた。 しか し、
同 じポ リマー で あっても 「補体 活性化 を抑制す る」 とい う報告 と 「補体 系 を活性化す る」 と
い う相反す る報告等 がな され て いる例 もあ り(83-85,100,101)、その作用 メカニズムっ い
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ては未だ 不明な点が多 く残 されて いる。補体成分には、C1か らC9ま での成分の様 な補体系
活性 化を促進する方向に働 く因子 と、補体成分 の無制限 な消費を抑制す る方 向に働 くFactor
HやFactorIなどの補体 制御因子が ある(Fig.22)。補体系は これ ら両者の因子のバ ラン
Fig.22Schemeofthecomplementsystem
スにより成り立っており、補体系活性化と
その抑制を様々な補体成分で制御 してい
る。したがって、上述のような補体系の微
妙なバランスが崩れたとき、補体系活性化
が起こらず補体系による細胞傷害活性が
消失する。抗補体作用を有するポリマーの
大半は、補体系活性化に働く因子に作用し
て補体系活性化を抑制する、もしくは補体
制御因子に作用して補体系を活性化する
ことで補体成分を消費し、補体成分のバラ
ンスを崩すことで抗補体作用を示してい
る例が多い。
正常な血清中でもC3は 液相でゆっく
り持続的に活性化されており、この活性化
されたC3分子にFactorBやFactorD
が作用す る ことで、補体 系活性化 のカス ケー ド反応が徐 々に増幅 されて い く。 したが って、
生体 内で この補体 系活性化 を制限す る機構がなければ、補体系活性化の増幅 回路によ りC3な
どの補体 成 分 を消費 して しま う。 しか し、血 清 中にはFactorHやFactorlなどの補体制
御因子が 存在 し、その両者がC3の 活性化産物で あるC3bを 分解 し、C3convertase形成を
阻害す るこ とで、補 体成分の消費が抑制 され ている。 これ までに強 い抗補体作用 を有す る と
報告 され て いたPSSaは、FactorHに作用 し補体系活性化 の抑制機構 を阻害す ることで液相
において過剰な補体 系活性化 を引き起 こし、C3を枯渇 させ抗補体作用 を発揮 している と報告
され ている(78)。また、 このPSSaの抗補体活性 中心が硫酸基であると考 え られ ている こと
よ り(50)、硫酸基 を有す るPVSもPSSaと 同様 にFactorHに作用 し、補体成分 を枯 渇 さ
せ抗補体 作用 を発 揮 してい るもの と推察 され た。そ こで本節 では、PVSの抗補体作用 メカニ
ズムが補 体系活性化 による補体 成分の消費 ・枯 渇で あるか を検討 した。
実験材料および方法
(1)抗 体 感 作 ヒ ツ ジ 赤 血 球(EA)の 作 製
0.01MEDTA含 有gelatinveronaIbuffer(EDTA・GVB)で1×109cells/mlとな る よ う
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に懸濁 した ヒツ ジ赤血球(日 本生物材料)に 、EDTA・GVBで至適感作濃 度に した同量の ウサ
ギ抗 ヒツジ赤血球抗体 溶液を加 え撹拌 した 。 この反応液 を37°Cで30分 間反応後、氷上 で
30分間放置 した。そ して、 この赤血球懸濁 液 をGVBで 洗 浄 し、GVBで再懸濁 し実験 に供 し
た。
(2)EAC14°xy2細胞 の作製
血清中のC3活 性 を測定するために、EA上にC1、C4、ヨー ド化C2(o穐2)を結合 させた
EAC14°x'"2細胞 を作 製 した 。す なわ ち、EAと 正 常 ヒ ト血 清 をMgt+のキ レー ト剤 で あ る
triethylenetetraminehexaaceticacid(Sigma)存在下で反応 させ ることによ りEAにC1と
C4を結 合 させ 、EAC14細胞 を得た。 このEAC14細胞にOXYC2を作用 させ 、EAC14°X1"2細胞 を
得 た。 この際、正常 ヒ トC2を 使用 しなか ったのは 、EAC142細胞 は非常に不安定で直 ちに失
活 して しま うため 、o穐2を用 いEAC140穐細胞 を作 製 した。
(3)C3活性測定
PVS溶液(0.3、1、3、10%)と正常 ヒ ト血清 を1:9の 比で混合 し、37°Cで30分 間
反応後の血清 をサ ンプル として実験 に供 じた。 この血清 をglucosegelatinveronalbuffer
(GGVB)で段階 希釈 した もの と、過剰 量の精 製 ヒ トC5お よびモルモ ッ トC6-9を混合 し、
EAC14°X1"2細胞 を溶血 させ 、その溶血率 を指標 にC3活 性 を算出 した。今回の検討では、PVS無
処理血清 中のC3活 性 を100%と してPVS処 理 によるC3活 性への影響 を検 討 した。
実験結 果 および考察
抗補体 作用 を有する物質 には、FactorHやFactorlなどの血清中に存在す る補体制御 因子
の活性 を抑 制す ることで、補 体成分の無制 限な消費 による補体成 分の枯渇 をきた し、結果 と
して抗補体 作用 を発揮す るものが存在す る。 この液相 における補 体系活性化 による補体成 分
の消費 は、抗体非依存的経路で ある第 二経 路の活性化 によ り起 こ り、それ によ りC3が 枯 渇
す る。硫 酸基 を有す るポ リマーの主要 な抗補体作用 が、上述 した ような第二経 路活性 化に よ
るC3の 消費 ・枯渇で あると考 え られ ているため、本検討 で見 出 した硫酸基 を有す るPVSの
抗補体 作用 も第二経路 活性 化によ るC3の 枯渇 であ る可能性が ある。そこで 、PVS処理後の
血清 中 に残 存 して い るC3活 性 を指標 にPVSに よる第 二経 路 の活性 化 につ いて検 討 した
(Fig.23)。その結果、正常 ヒ ト血清 にPVSを 作用 させてもC3活 性の低下は認め られ なか っ
た。 この ことよ り、PVSは補体 系活性化 を引 き起 こさないポ リマーで ある ことが判 明 し、PVS
が第二経路 の活性化 を抑制 している補体 制御因子 で あるFactorHやFactor鹽の活性 を抑
制 しな いもの と考 え られ た。 さ らに、PVS処理で もC3活 性 に変化が認 め られ なか った こと
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Fig.23EffectofPVSontheC3activity.Thesensitized
erythrocytes(EA)carryingcomplementcomponentC1,C4and
oxidizedC2,EAC14°"s'C2cells,wereincubatedhumanserum
treatedwithvariousconcentrationofPVS,humanC5,guinea
pigC6-9.TheC3activitywasmeasuredfromthelysisof
EAC14°""C2cells.The%ofC3activitywascalculatedas
follows.(%ofC3activity)_[(C3activityofexperimental
group)/(C3activityofpositivecontrol)]x100.Positivecontrol
wasusedasgroupthatEAC14°"s'C2cellswereincubatedin
humanserumuntreatedwithPVS.Eachdatapointrepresents
themean±SD(n=3).
よ り、PVSは直接C3に 相互作用 しないもの と推察 された。
な る抗補体 作用 メ力ニズム を有 して いるもの と思われ た。
した が っ て 、PVSはPSSaと 異
第二節PVSの 古典的経路におよぼす影響
前節の結 果 よ り、PVSの補体系への作用が 、補 体系活性化 による補体 成分の枯 渇で はない
ことが明 らか とな り、PVSが補体系 を活性化す る因子に作用 して抗補体 作用 を発揮 して いる
もの と推察 された。補体系は、古典的経路お よび第二経路 と呼ばれ る2つ の全 く異な る経路
によって活性化 される。古典的経路は、lgGやIgMを含む免疫複 合体へ のC1の 結合 によ り、
そ して第 二経路は液相でわずか なが らも持続 的に活性化 されて いるC3が 、細胞膜 上 に結合
す ることによ り、それ ぞれの経路 を活性化 し最終的に細胞 膜にmembraneattaGkcomplexを
形成す る ことで細胞傷害を引き起 こす 。PVSはこの経路の補体成分 に相 互作用 し補体 系カス
ケー ド反応 を抑制 しているもの と考 え られ るため、次 に古典的経路 および第二経 路の活性化
に およぼすPVSの 影響 を個別に検討す ること と した。そ こで本節に おいては、まずPVSの
古典的経路 への影響について検討 した。
実験材料および方法
(1)PVSの古 典 的 経 路 へ の影 響
PVS溶液(0.1、0.3、1、3、10%)と正常 ヒ ト血 清 を1:9の 比 で混 合 し、37°Cで30分
間 反 応 させ た 。 この 溶液 をGVBで24倍 希 釈 した もの75ｵ1を96穴 プ レー トに 加 え 、 さ
らにEA(1×108cells/ml、25ｵ1)を加 え 混 合 した 。 そ して 、37°Cで60分 間 反 応 後 、
プ レー トを2,000rpm、10分間遠 心 し、 そ の 上 清 の 吸 光 度(OD415-630nm)を測 定 し、 次
式 に よ り赤 血 球 の 溶血 率 を算 出 した 。
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溶 血 率(%)={([C]一[B])/([A]一[B])}×100
た だ し、
[A]二 精 製 水 に よ り全 赤 血 球 を溶 血 させ た時 の 吸光 度(100%溶 血)
[B]:正 常 ヒ ト血 清 を 添加 して い な い時 の吸 光 度(0%溶 血)
[C]:PVS作 用 後 の 正常 ヒ ト血 清 を作 用 させ た 時 の吸 光 度
な お、 以 上 の 一 連 の 操 作 は氷 上 で 行 った 。
(2)C4a産生 量 の 測 定
0.5%ヒ トγグ ロ ブ リン吸 着 ポ1丿ス チ レン ラ テ ッ クス 懸 濁 液(lg-Latex、栄 研 化 学)を 生
理 食 塩 水 で 洗 浄 し、 も との 懸 濁 液 の 半量 に あた る 生 理 食 塩 水 に再 懸 濁 させ た 。 正 常 ヒ ト血 清
180団、PVS(0。01、0.1、0.3,1、3、10%)20ｵ1およ びIg-Latex懸濁 液20μ1を 混 合
し、37°Cで30分 間反 応 させ 、15,000rpmで20分間遠 心後 、上 清 のC4a濃 度 をC4aE凵SA
kit(日 本 免 疫 生 物 研 究 所)を 用 いて 定 量 した 。
(3)EAC1細胞 の 作 製 法
EA(1.5x108cells/ml、5mDに ヒ トC1加 え、30°Cで15分 間 反 応 す る こ とでEA
上 にC1を 結 合 させ 、EAC1細胞 を作 製 した 。このEAC1細 胞 をglucosege麕atinveronalbuffer
(GGVB)で洗 浄 し、GGVB(5ml)で再 懸濁 した も の を実験 に 供 した 。
(4)PVSのC1活 性 へ の 影 響
EAC1細胞(1.5×108celIs/mD500ｵ1とPVS溶 液(0.01、0.1、0.3、1、3、10%
inO.02MEDTAGGVB)500ｵ1を混 合 し、30°Cで15分 間 反応 させ た 。 反応 後 のEAC1細 胞
をGGVBで3回 洗 浄 し、500ｵ1のGGVBに再 懸 濁 した 。 このEAC1細 胞 懸濁 液25ｵ1、GGVB
で40倍 希 釈 したC1欠 損 ヒ ト血 清 ま た は正 常 ヒ ト血清 を25μ1とGGVB50ｵ1を96穴 プ
レー ト上 で 混 合 し、37°Cで60分 間 反 応 させ た 。反 応 後 、 プ レー トを2,000rpm、10分間
遠 心 し、 そ の 上 清 の 吸光 度(OD415-630nm)を測 定 し、 次 式 に よ りEAC1細 胞 の溶 血率 を算
出 した 。
溶 血 率(%)={([C]一[B])/([A]一[B])}×100
た だ し、
[A]:PVS処 理 して い な いEAC1細 胞 を血 清 で 溶 血 させ た 時 の 吸 光 度(100%溶 血)
-43一
[B]:正 常 ヒ ト血清 を添加 していない時の吸光度(0%溶 血)
[C]:PVS処理後の正常 ヒ ト血清 を作用 させ た時の吸光度
実験結 果および考察
PVSの古典的経路への影響 を検討す るため、PVSと正常 ヒ ト血清 を混合 ・反応後 、古典 的経
路 活性化 によ り溶血 す る抗体感 作 ヒツ ジ赤血球 に作用 させ 、そ の溶血率 を指標 に検 討 した
(Fig.24)。その結果 、PVS濃度依存的 に ヒツジ赤血球の溶血が抑制 され、PVSO.3%でほぼ
175
150ら
¥°0125v
N
石100
言75
E
①50
2
25
70000
軍 ・5・
碁
15°°°
°
RZsoo
U
0
0
00.010.11
PVSconcentration(%)
Fig.24EffectofPVSonclassicalpathwayofcomplement
system.PVSandhumanserumweremixedandincubatedfor30
minutesat37°C.Theserumwasincubatedwiththesensitized
sheeperythrocytes(EA)at37QCfbrlhour.After血cubation,
theEAwerecentrifugedandmeasuredabsorbanceofsupernatant
atOD415-630mn.The%ofhemolysiswascalculatedas
齟ows.(%ofhemolysis)=【(OD415-630nmofexperimental
group)一(OD415-630nmofnegativecontrol)]/[(OD415-630nm
ofpositivecontrol)一(OD415-630nmofnegativecontrol)]x100.
PositivecontrolwasusedasgroupthatallEAwereburstinwater
andnegativecontrolwasusedasserum(一)incubatedgroup.Each
datapointrepresentsthemean±SD(n=3).
00.0010.010.030.10.310PVSconcentration(%)
Ig-Latexbeads(+)(‐)
Fig.251nhibitionofC4agenerationinactivationofthe
classicalpathway.PVS,humanserumandlatexbeads
adsorbedhumanIgG(lg-Latex)weremixedandincubatedat
37°Cfor30minutes.Toremovelg-Latex,themixtures
werecentrifuged.TheconcentrationofthegeneratedC4ain
thesupernatantswasmeasuredbyC4aELISAkit.Eachdata
valuerepresentsthemean±SD(n=3).
完全に溶血反応が抑制された。このことよ
り、PVSが古典的経路に関与する補体成分
に作用し、古典的経路の活性化を抑制 した
ものと考えられた。データには示していな
いが、正常ヒト血清と古典的経路活性化物
質である抗体吸着ポリスチレンラテック
スビーズ(Ig-Latex)を混合し、古典的
経路を活性化した際の副産物であるC3c
産生におよぼすPVS添加の影響について
検討したところ、補体系活性化にもかかわ
らずC3c産生量がPVS濃度依存的に低下
するデータを得ている。この結果は、PVS
の主要な抗補体作用がC3活 性化以前の
段階 にある ことを示唆 している。そ こで今 回は、C3活性化 以前の段階 に着 目 し、PVSの補体
系への影響 を検討する ことと した。C3活性化以前の段階 における古典的経路へ の詳細 なPVS
の作用 を解 明す るため、Ig-Latexを用 い古典的経路 を活性化 した際 の副産物であるC4a産生
におよぼ すPVS添 加 の影響につ いて検討 した(Fig.25)。その結果 、PVS濃度依存 的 にC4a
..
産 生量の抑制 が認 め られ、PVSがC4活 性化 以前 の段階で古典 的経 路を抑 制 している ことが
示 唆 され た。 このC4は 、分子 内にセ リンプ ロテアーゼ ドメイ ンを有するC1の プロテアー
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Fig.26EffectofPVSontheClactivity.Thesensitized
erythrocytes(EA)carryingcomplementCl,EAClcells,were
incubatedinthepresenceofPVSat30°Cfor30minutes.
Afterthoroughlywashing,theEACIcellswereexposedtoCl
deficienthumanserum(0)ornormalhumanserum(　).
ゼ活性 によ り、C4aとC4bに分 断 され る
ことで活性化す ることが知 られ ている。そ
こで次 に、C4の活性化 を担 ってい る分子
で あるC1に 着 目 し、PVSのC1への影響
につ いて検討 した(Fig.26)。
C1活性におよぼすPVSの影響 を検討す
るため、抗体感作 ヒツジ赤血球 に ヒ トC1
を 結 合 させ たEAC1細 胞 と 呼 ば れ る
intermediatecellを作製 した。このEAC1
細 胞 を様 々な濃 度 のPVSと 反 応 させ 、
EAC1細胞上 に残存するC1活 性 を測 定す
るためC1欠 損 ヒ ト血清 を作用 させ 、その
溶血率 を指標 にC1に およぼすPVSの 影
響 を検討 した。なお、今回の検討 では、コン トロール と してPVSを 作用 させたEAC1細胞 に
正常 ヒ ト血清 を作 用 させた群 も同時に検討 した。その結果 、正常 ヒ ト血清で処理 した群 では 、
血清 に新鮮なC1が 存在す るため、EAC1細胞のPVS処 理濃度に関係 な く溶血が観察 された。
一方 、C1欠 損 ヒ ト血清処理群では、PVS処理濃度依存 的にEAC1細 胞の溶血が抑制 され 、
PVSがC1に 相互 作用 し、C1活性を低下 させ古典的経路の活性化を抑制 している ことが示 唆
され た。 この よ うにPVSは 、古典的経路 のカスケー ド反応が増幅 され るC3活 性化以前 の段
階で補体 系活性化 を抑制 しているため、強 力な抗補体作 用を有 して いた もの と考 え られた。
第三節PVSの 第二経路におよぼす影響
前節では、PVSと古典的経路の補体成分との相互作用について検討し、PVSがC1活性を
抑制することで古典的経路の活性化を抑制していることを明らかにした。補体系は古典的経
路および第二経路のいずれかを経て活性化されるため、古典的経路の活性化を抑制しただけ
では、第二経路を介した補体系活性化により細胞傷害反応が惹起される可能性がある。また、
古典的経路活性化により生じるC3b分子から、FactorBやFactorDの作用によりC3
convertaseであるC3bBbがさらに形成され、第二経路の活性化を同時に誘導するといった、
補体系の増幅反応も知られている。したがって、完全な液性免疫隔離能を付与した細胞固定
化担体を開発するためには、古典的経路および第二経路の両経路を抑制可能なポリマーを利
用する、または古典的経路と第二経路のそれぞれの活性化を抑制するポリマーを組み合わせ
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て使 用 す る こ とが 望 ま れ る 。
抗 補 体 作 用 を 有 す る 多 くの ポ リマ ー に お い て 、補 体 系 に対 す る作 用 点 は 一 点 で は な く多 段
階 に相 互 作 用 す る と報 告 され て い るた め 、PVSもC1以 外 の 段 階 に 作 用 し補 体 系 活 性 化 を抑
制 して い る も の と考 え られ る。 そ こ で本 節 で は 、PVSの 第 二 経 路 に お よ ぼす 影 響 に つ い て 検
討 した。
実験 材 料 お よ び 方 法
(1)PVSの第 二 経 路 へ の影 響
PVS溶液(0.01、0.1、0.3、1、3、10%)と正 常 ヒ ト血 清 を1:9の 比 で 混 合 し、37°Cで
30分間 反 応 させ た 。 この 溶 液 を30mMEG丁A、35mMMgC12含有GGVB(EGTA・Mg・GGVB)で12倍
希 釈 した も の25ｵ1を96穴 プ レー トに 加 え、 さ らにEGTA・Mg・GGVB50ｵ1とウ サ ギ 赤
血 球(1×10$cells/ml、25ｵ1)を加 え 混 合 した 。 そ して 、37°Cで60分 間 反応 後 、 プ レ
ー トを2 ,000rpm、10分間 遠 心 し、 そ の 上 清 の吸 光 度(OD415-630nm)を測 定 し、 次 式 に
よ り赤血 球 の 溶 血 率 を算 出 した 。
溶血 率(%)={([C]一[B])/([A]一[B])}×100
た だ し、
[A]:精 製 水 に よ り全 赤 血 球 を溶 血 させ た時 の 吸 光 度(100%溶 血)
[B]:正 常 ヒ ト血 清 を添 加 して い な い時 の吸 光 度(0%溶 血)
[C]:PVS作 用 後 の 正 常 ヒ ト血 清 を作 用 させ た 時 の 吸 光度
な お 、 以 上 の 一 連 の操 作 は氷 上 で 行 った 。
(2)Bafragmentの検 出
zymosan(ナカ ラ イ)を 生 理 食 塩 水 に20mg/mIと な る よ うに 懸濁 し、1時 間 煮 沸 した 。
このzymosan懸濁 液80μ1を15,000rpmで10分 間遠 心 し、zymosanのペ レッ トを 得 た 。
この ペ レ ッ トに 正 常 ヒ ト血 清450ｵ1とPVS溶 液50μ1(0.01、0.1、0.3、1、3、10%)の
混 合 液 を加 え 、zymosanを再 懸濁 した 。 この懸 濁 液 を37°Cで30分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン
後 、15,000rpmで10分 間 遠 心 し上 清 を 回収 した 。 この上 清 を還 元 条 件 下 でSDS-PAGE、さ
らにWesternblottingによ りBafragmentのバ ン ドを検 出 した 。 なお 、 バ ン ドの 強 度 をNIH
imageによ り解 析 し、PVS無 添加zymosan処理 血 清 のBafragment量を100%と して 相 対
量 を算 出 した 。
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実験結果および考察
第二経路活性化 におよぼすPVSの 影響 について検討 した結果、PVSは濃度依存的にウサギ
赤血球の溶血 を抑制 し、0.03%以上 のPVSを 作用 させた とき顕著 にウサギ赤血球の溶血 を
抑制 した(Fig.27)。この ことよ り、PVSが補体 系の第二経路に関与す る補体成分に作用 し、
第二経路の活性化を抑制していることが示唆された。
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Fig.27EffectofPVSonalternativepathwayofcomplement
system.PVSandhumanserumweremixedandincubatedfor30
minutesat37°C.Theserumwasincubatedwithrabbit
erythrocytes(Er)at37°Cforlhour.Afterincubation,theEr
werecentrifugedandmeasuredabsorbanceofsupernatantatOD
415-630n皿.The%ofhemolysiswascalculatedasfbllows.(%
ofhemolysis)_[(OD415-630nmofexperimentalgroup)一(OD
415-630nmofnegativecontrol)]/[(OD415-630nmofpositive
control)一(OD415-630nmofnegativecontrol)]X100.Positive
controlwasusedasgroupthatallErwereburstinwaterand
negativecontrolwasusedasserum(一)incubatedgroup.Each
datapointrepresentsthemean±SD(n=3).
Fig.281nh掻 ⊃i憾o且ofBagenera髄onj血a曲a血o皿of1置 覧e
alternativepathway.PVS,humanserumandzymosanwere
mixedandincubatedat37°Cfor30minutes.Toremove
zyomosan,themixtureswerecentrifuged.ThegeneratedBa
丘agmentinthesupernatantswasmeasuredbyWesternblotting.
Positivecontrolwasusedasgroupthathumanserumwas
treatedwithzymosan.
そ こで 、PVSの 第 二 経 路 へ の 作 用 点 を さ らに 詳細 に 検 討 す るた め 、zymosanによ り第 二経
路 を活 性 化 させ た 時 の副 産 物 で あ るBafragment産生 に お よ ぼすPVS添 加 の 影 響 を検 討 し
た(Fig.28)。第 二経 路が 活 性 化 され る と、C3bにFactorBが 結 合 しG3bBと な り、 そ こ
にFactorDが 働 きC3convertaseであ るG3bBbが 形成 され る 。 した が って 、Bafragment
を測 定 す る こ とでC3bBbが 形 成 され た か 、 す な わ ち第 二 経 路 がC3Gonvertase形成 ま で進
ん だ か を検 討 で き る 。BafragmentをWesternblottingによ り検 出 した と ころ、PVS濃 度
依 存 的 にBafragmentの消 失 が 認 め られ た 。 この こ と よ り、PVSが 第 二 経 路 のC3bBか ら
C3bBb(C3convertase)を形 成 す る 段 階 に 作 用 して い る こ とが 示 唆 され た 。 この 段 階 を制 御
す る補 体 成 分 はC3、FactorBおよびFactorDで ある が 、 第 五章 第 一節 に おい てPVSとC3
の相 互 作 用 が ほ と ん どな い と考 え られ た こ と よ り、PVSがFaGtorBま た はFactorDに 作
用 してC3bBb(C3convertase)形成 を阻 害 し、第 二 経 路 の 活性 化 を抑制 して い る もの と推察
され た 。
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PVSは補体系の古典的経路のみならず第二経路にも作用し、両経路の活性化を抑制するポ
リマーであることが判明した。これまで液性免疫系による移植の拒絶反応は、古典的経路が
主な経路であると考えられていたが、古典的経路の活性化に伴い産生されたC3bがFactorB
と結合しFactorDの作用によりC3convertaseであるC3bBbを形成するといったように、
第二経路のカスケー ドが補体系による細胞傷害の増幅反応を示すため第二経路の存在も無視
できない。したがって、液性免疫系による細胞傷害を完全に回避 しうる細胞性製剤を開発す
るためには、補体系の古典的経路および第二経路の活性化を抑制可能な細胞固定化担体を粒
子設計する必要がある。その点、著者が見出したPVSは補体系活性化の両経路を抑制可能で
あるため、液性免疫隔離能を有する細胞固定化担体を粒子設計 していく上で非常に理にかな
ったポリマーであると考えられた。
第四節 小括
前章において、著者はPVSが非常に強力な抗補体作用を有し、かつ細胞傷害性のない新規
ポリマーであることをはじめて見出した。また、このポリマーを導入 した細胞固定化担体は、
抗体 ・補体を中心とした液性免疫系から封入細胞を隔離可能であることを明らかとした。こ
のことより、液性免疫隔離能をも付与した細胞性製剤開発を行っていく上で、PVSが非常に
有用なポリマーであることが示唆された。もし、PVSの抗補体作用メカニズムを明らかにす
れば、PVSと作用点が異なる物質を組み合わせ細胞固定化担体に導入することで、液性免疫
系による細胞傷害反応に対し二重三重の防御網を張ることが可能になると考えられる。そこ
で本章では、PVSの抗補体作用のメカニズム解明を行った。
抗補体作用を有する物質の補体系への作用は、補体系活性化による補体成分の消費 ・枯渇
や補体系活性化抑制によるものであると考えられる。そこで本章では、PVSの抗補体作用メ
カニズムについて補体成分の消費 ・枯渇および補体系活性化抑制の両観点から検討すること
とした。まず、PVSによる補体活性化について検討したところ、PVSは補体系を活性化しな
いことが判明した。そこで次に、補体系活性化経路へのPVSの影響について詳細に検討する
ため、抗体依存的経路である古典的経路および抗体非依存的経路である第二経路の両経路に
対するPVSの影響を個別に検討することとした。古典的経路活性化により溶血する抗体感作
ヒツジ赤血球(EA)および第二経路活性化により溶血する抗体感作ヒツジ赤血球(Er)を使
用し、その溶血率を指標に両経路におよぼすPVSの影響を検討したところ、PVSは濃度依存
的にEAおよびErの溶血を抑制 した。このことより、PVSが古典的経路および第二経路の両
経路の活性化を抑制するポリマーであることが判明した。これまでに著者は、PVSの主要な
抗補体作用がC3の 活性化以前の段階であることを示唆するデータを得ているため、本章で
はC3活性化以前の段階におけるPVSの補体系への影響について検討した。
.・
まず 、古典 的経路 に対するPVSの 作用 点を検討す る 目的で、古典的経 路の活性化における
C4a産生 におよぼすPVS添 加の影響 を検討 した。す る とPVS濃 度依存 的なC4a産 生抑制が
認め られ 、PVSがG4活 性化 以前の段 階に作 用 して古典 的経 路の活性 化 を抑制 している こと
が判 明 した。 この結果は、PVSがC4に 直接 相互作用 した、も しくはC4の 活性 化 を担 って
いるC1分 子に相互作用 しC4a産生抑制 に至 った とい う2つ の可能性 を示 唆す るもので あ
った 。そ こで、C4の活性化を担 っているC1に 着 目 し、C1活性 におよぼすPVSの 影響につ
いて検 討 した ところ、PVS濃度依存的 なC1活 性抑 制が認め られ 、PVSがC1分 子 に相互作
用 し古典的経路活性化 を抑制 して いることが判 明 した 。 この結果 よ り、PVSがC4に 直接相
互作 用 してC4a産 生 を抑制 したのではな く、C1へ の相互作用 によるもので ある ことが推察
され た。C1分子 は、Clq1分子 とCIr2分 子お よびCIs2分 子 の複合体で あ り、抗体のFc
部分 にCIqが 結合す るとClqの 構造 変化 が起 こ りCIrを 介 しCIsを 活性化す る ことで、
CIsがセ リンプロテアーゼ活性を持 つよ うにな る。 そ して、このCIrの プロテアーゼ活性 に
よ りC4を 活性化する ことが知 られ て いる。 したが って、PVSはC1の サ ブユ ニ ッ トのいず
れか に作用 し、C1活性 を阻害 しているもの と考 え られた。一方、PVSの第二経路へ の影響 を
検討 した ところ、PVSがC3bBb(C3convertase)形成段階に作用 し、第二経路の活性化 を抑
制 してい ることが示唆 された。,
移植 に おける拒絶反応で は、液性免疫系活性化 に よ り誘導 された移植臓器 に対す る抗体 を
介 した古典的経路のみ な らず 、抗体 を介 さない第 二経路 によって も細胞傷害 が引 き起 こされ
る ことが報告 され ている(103)。したが って、優れ た液性免疫隔離能 を細胞 固定化担体 に付
与す るため には、古典 的経路 および第二経路の活性 化 を抑制可能 な担体 を粒子 設計す るこ と
が重要 である。その点、PVSは補体 系の両経路 の活性 化を抑制可能 であるため 、細胞 固定 化
担体 に液性 免疫隔離能 を付与 して い く上 で非常 に有 用 なポ リマーで あると考 え られ た。
これ まで に上述 したヘパ リン、dextransulfateやPSSa以外 に も様 々な物質 の抗補体 作
用が報告 され てお り、それ ら物質の補体 系に対す る作用 点も多種 多様で ある。例 えば、Brown
Seaweed中に含 まれ るpolysaccharideであるfucanは、C3convertase形成阻害や解離 促
進す る こと(91)、さ らにnafamostatmesilateなどの プロテアーゼイ ン ヒビター も抗補 体
作用 を有 している ことも知 られて いる(96)。したが って、PVSとこれ ら作用 点の異 なる物質
を組 み合わせ て使用す る ことによ り、 さ らに優れ た液性免疫隔離能 を有す る細 胞固定化担体
が開発で きるもの と期待 され る。
..
総括
近年のDDS技術の発展に伴い、1回の投与により長期に渡る治療効果が得られる様々な徐
放化製剤が開発され、臨床に応用されつつある。しかしながら、これら徐放化製剤は疾病治
療に有効な薬物を一定速度で放出するだけの製剤であり、生体内の細胞から分泌 ・徐放され
る多くの生理活性物質相互の制御機能は有していないため、生体の恒常性を厳密に維持する
ことは困難であった。糖尿病におけるインスリン療法では、様々な徐放化インスリン製剤が
開発されてはいるが、厳密な血糖値コントロールが困難であり、インスリンの過剰投与によ
る致命的低血糖を起こす危険性が指摘されている。そこで本研究では、これら問題を解決す
べく糖尿病をモデル病態として、血中のグルコース濃度を感知しながらインスリンの分泌制
御を行う細胞性製剤を構築し、将来的に糖尿病治療に適用すべく種々検討を行った。生理的
グルコースセンサー機能を有するマウス膵β細胞株であるMINE細胞をAPAマイクロカプセ
ルに封入 し、MINE細胞とアロジェニックな関係の糖尿病モデルマウスに投与したところ、そ
の細胞性製剤は、血糖値を厳密にコントロールし致命的な低血糖を招くことなく1回 の投与
により長期間に渡る糖尿病治療を可能にした。したがって、生理的グルコースセンサー機能
を有する細胞性製剤は理想的糖尿病治療薬になりうることが示唆された。
細胞性製剤を広範囲に利用可能な製剤として臨床応用していくためには、細胞性製剤に利
用する機能性細胞をホス トの細胞性免疫系および液性免疫系から完全に隔離可能な細胞固定
化担体を開発する必要がある。これまでに著者らが用いてきたAPAマイクロカプセルは、封
入細胞を細胞性免疫系による傷害から回避可能であるものの、液性免疫系による傷害性から
隔離困難であることが判明した。また、この液性免疫系による細胞傷害に補体系活性化がエ
フェクターとして働いていることも明らかとなった。そこで、細胞性製剤のさらなる有用性 ・
安全性を向上させるため、補体抵抗性を有する細胞固定化担体開発を行うこととした。
補体系は様々な補体成分のカスケー ド反応から成り立っており、たとえその反応の一部分
であっても阻止することができれば、補体系による細胞傷害反応を阻害することができる。
そこで、細胞固定化担体への補体成分の透過 ・拡散性抑制または抗補体作用の付与といった2
つのアプローチに基づき、細胞性製剤への液性免疫隔離能付与を試みた。まず、細胞固定化
担体内への物質透過 ・拡散性抑制を目的に、APAマイクロカプセル内をアルギン酸バリウム
ゲルで満た したAPA(Ba)マイクロビー ズを作製 したところ、このAPA(Ba)マイクロビーズ
が担体内への物質透過 ・拡散性を著しく抑制し、封入細胞を液性免疫系による細胞傷害から
回避可能にした。さらに、著者は強力な抗補体作用を有し、かつ細胞傷害性のないpolyvinyl
suIfate(PVS)を見出し、このPVSを利用することで細胞固定化担体に液性免疫隔離能を付
与しうることを明らかにした。また、PVSの抗補体作用メカニズムの解明も行ない、このPVS
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が補体系の古典的経路および第二経路の両経路の活性化を抑制可能なポリマーであることも
併せて明らかにした。これらの点から、PVSが液性免疫隔離を達成するために理想的ポリマ
ーであるものと考えられた。今後、マイクロカプセルやマイクロビーズ型以外に非常に有用
な細胞性製剤の剤型が開発されたとしても、細胞性製剤の基本的概念は大きく変わらないと
考えられる。すなわち、ホス ト免疫系から機能性細胞を隔離する方法論が議論の中心になる
ことは確実であろう。その場合でも、本研究で提示した液性免疫隔離に関する技術が役に立
つものと期待される。
生体内に存在する全ての細胞は、生理活性物質の分泌制御能を駆使し、生体の恒常性を維
持している。例えば、腎上皮細胞は、血中の酸素分圧を感知してエリスロポエチンの分泌制
御を行っている。また、甲状腺や副甲状腺は、下垂体から分泌される甲状腺刺激ホルモンや
副甲状腺刺激ホルモンのシグナルを受け取り、それぞれ甲状腺ホルモンや副甲状腺ホルモン
の分泌制御を行っている。したがって、生体の恒常性を乱すことなくホルモン欠損症などの
疾病治療を行うためには、やはり本研究で示 した生理活性物質のセンサー機能を有する細胞
性製剤の利用が最適であると考えられる。現在では残念ながら、膵β細胞以外で疾病治療に
有効な生理活性物質の分泌制御メカニズム解明や分泌制御能を有する細胞株樹立の報告はほ
とんどない。しかしながら、緒論でも述べたように遺伝子工学やstemcellbiologyの分野
の発展に伴い、疾病治療に有効な生理活性物質の分泌制御能を有する様々な細胞が容易に作
製可能になる日もそう遠くないと考えられる。したがって、これら細胞と本研究により開発
した液性免疫隔離能をも付与した細胞固定化担体を組み合わせた細胞性製剤を疾病治療に利
用していくことにより、次世代型DDS製剤が開発可能になるものと期待される。
今回本論文で示した著者の研究は、細胞性製剤の臨床応用に向けた問題点の一部分につい
て解決する方法を提示したにすぎない。特に、細胞性製剤の安全性に関してはまだまだ高い
ハー ドルが待ち受けている。これらハー ドルを越えるのは困難を伴うが、その1つ1つ を
確実にクリアしていくことにより、21世紀における夢の医薬品、細胞性製剤が実現のものと
なっていくだろう。
-51一
結論
センサー機 能 を有す る細胞性 製剤 の機能評価 と液性免疫隔離能 を有 する細胞性製 剤開発 に関
する基礎 的検討 を行 い、以下 に示す結論 を得た。
1.生 理 的グル コースセ ンサー機 能を有す るMINE細胞 をAPAマ イク ロカプセルに封入 し、
細胞性 製剤 として糖尿病モデルマウスに単回投与す るこ とによ り、低血糖 を引き起 こす
ことな く2ヶ 月以上の糖尿病治療効果が認め られた。
2.経 ロ糖 負荷試験 によ りAPA-MINE細胞が、ア ロジ ェニックなホス ト体 内で長期間 に渡 り
生理 的グル コースセ ンサー機 能を維持 して いることが 明 らか とな った。 この ことよ り、
APAマイク ロカプセルはア ロジ ェニ ックホス ト体内で封入細胞の細胞機能 を長期 間安定
に維 持 しうる担体で あることが示唆 され た。
3.APA-MINE細胞は、ゼノジ ェニ ックな関係 のホス ト体 内で短期 間の うちに機能喪失 した。
また、APA-MINE細胞 をウサ ギ抗MINE細胞抗血清添加培地 中で培養す ると封入MINE細
胞が傷 害 され ることが判明 した。 この ことよ り、APAマイク ロカプセル の液性 免疫隔離
能が不 完全であること、 さらに封入細胞の機能維持 にホス ト液性免疫系か らの隔離が重
要 であ ることが示唆 された。
4.APA(Ba)マイク ロビーズは、担体内へ の補体成分の透過 ・拡散性 を抑制す る ことによ り、
封入細 胞 を液性免疫系か ら隔離可能で あった。
5.polyvinylsulfate(PVS)が非常 に強力な補体活性化抑制能 を有 し、か つ細胞傷 害性 を
示 さないポ リマー であることをは じめて明 らか とした。さらに、このPVSを細胞 固定化
担体 に導入す ることで、液性免疫隔離能 を有す る細胞性製 剤の開発が可 能 となった。
6.PVSは 補体 系の古典的経路および第二経路の両経路 に作用 し、補体系活性 化を抑制 して
いる ことが明 らか となった。
以上、セ ンサー機能 を有す る細胞性製剤の新規DDS製 剤 と しての有用性および液性 免疫隔離
能 を付与 した細胞性製剤の粒子設計に関する方法論 を提示 した。
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